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Uber Verkniipfung des Aufpaus und Abbaus von 
Tatigkeitssubstanzen des Muskels. 


Von 


Emil! Lehnartz. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 192%.) 


Fiir die Untersuchung der chemischen Vorginge bei der Muskel- 
kontraktion sind im wesentlichen zwei Gesichtspunkte leitend gewesen: 
die Verfolgung der Verainderungen im Kohlehydratstoffwechsel und das 
Verhalten der Phosphorsiure. Die Verinderungen im Kohlehydratstoffwechsel 
sind in der dissimilatorischen Phase die Bildung von Milchsiure, in der 
assimilatorischen die Beseitigung dieser Milchsiure teils durch Oxydation, 
teils durch Wiederaufbau zu Glykogen. 

Der Phosphatstoffwechsel des Muskels ist mit dem Kohlehydratstoff- 
wechsel auf das engste verbunden. Im MuskelpreBsaft ist das Auftreten von 
Milchsiure stets mit der Bildung von Phosphorsdure verkniipft, deren Menge 
in vielen Fallen der Milchsiure annaihernd dquimolekular ist. Dies Verhalten 
wurde durch die Annahme einer gemeinsamen Muttersubstanz Lactacidogen 
erklart, die zunichst als Hexosediphosphorsiure angesehen, spiiter aber als 
Hexosemonophosphorséiure erkannt wurde.') Nach den von Embden ent- 
wickelten und von ihm wie von anderer Seite weitgehend gestiitzten Vor- 
stellungen fiihrt der Abbau der Kohlehydrate im Muskel zwangsliufig iiber 
das Lactacidogen. Jede Milchsiurebildung, nicht nur im Muskelbrei und 
MuskelpreBsaft, sondern auch bei der Titigkeit des Muskels erfolgt primar 
durch Zerfall des Lactacidogens und erst sekundir durch den des Glykogens. 
Das zerfallene Lactacidogen wird jedoch bei nicht ermiidender Tatigkeit 
unmittelbar nach seinem Zerfall wieder aufgebaut.’) 

AuBer den chemischen sind auch die physikalisch-chemischen An- 
lerungen des Muskels bei Tiitigkeit und Absterben eingehend untersucht 
worden. Als derartige Kolloidzustandsiinderung wurde zunichst eine mit 
Arbeit und Absterben verbundene Steigerung der Abgabe von anorganischer 
hosphorsiure an die umgebende Fliissigkeit aufgefunden und als Aus- 
crack einer Permeabilititssteigerung der Fibrillengrenztlichen angesehen.’ 


eee 


‘) S. jedoch eine demnichst erscheinende Arbeit von Embden, Jost 
Margarete Lehnartz. 
Literatur zu diesen Fragen s. bei Embden, Handbuch der normalen 
i pathol. Physiologie. Bd. VIII, Teil 1, 8. 369 (1925). 
Embden und Adler, Diese Zs. Bd. 118, 8. 1 (1922), 
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Stella hat diesem cefund allerdings neuerlich die Deutung gegeben, dag 
es sich nicht um eine Permeabilititssteigerung handele, sondern um eine Mehr- 
ausscheidung infolge erhéhtem Gehalt an anorganischer Phosphorsiure jm 
arbeitenden Muskel.') Neben dem Austritt von lonen aus dem Muskel wurde 
aber auch das EKindringen von Ionen in den Muskel beobachtet, z. B. von Chlor- 
ionen bei der Tiitigkeit®), von Kaliumionen beim Eintritt der Kalilihmuny.’) 

Derartigen lonenverschiebungen kam mdglicherweise eine grote 
physiologische Bedeutung zu, und in der ‘Tat konnte eine weitgehendce 
Beeinflussung des Phosphatwechsels*), eine deutliche Abhingigkeit des 
Glykogenabbaus®) und der Milchsiurebildung*) vom ionalen Milieu gezeigt 
werden. Fiir den Phosphorsiiurewechsel ergab sich sogar eine Beeinflussung 
seiner Richtung durch die zugesetzten Jonen: Bildung oder Verschwinden 
von anorganischer Phosphorsiiure waren von der Natur dieser Ionen ab- 
hiingig. 

Der Mechanismus dieser Beeinflussung wurde von vornherein fiir 
kolloidchemischer Natur gehalten. Fiir eine soleche Annahme sprach lbe- 
sonders, daB sich die verschiedenen Anionen nach ihrer Wirkung in einer 
Folge ordnen lieben, die ihrer Stellung in der Hofmeisterschen (lyotropen| 
Reihe entsprach.’) 

Von allen untersuchten Jonen zeigt das Fluorion die auffilligste 
Wirkung: in seiner Gegenwart verschwindet der gré8te Teil des dureh 
Fillung als Strychnin—Phospho-Molybdat bestimmbaren Phosphats und wird 
unter Veresterung mit Kohlehydrat zu Hexosediphosphorséure aufgebaut. 

Nicht nur Ionen, die yon auBen an die Muskulatur herangebrachit 
werden, sondern auch solche, die im Muskel vorhanden sind, oder in ihm 
bei der Titigkeit entstehen, kénnen den Phosphatwechsel beeinflussen. 
Nach Deuticke bewirkt z. B. das Milchsiiureanion ebenso wie das Fluorion 
ein betriichtliches Verschwinden von anorganischer Phosphorsiiure *). 


Von Embden und Zimmermann ist kirzlich das Vor- 
kommen von Adenosinphosphorsiure in der Muskulatur beschriebeu 
worden”) und weiterhin hat sich herausgestellt, daB diese Substanz 
an den chemischen Vorgiingen bei der Kontraktion entscheideni 
beteiligt ist. Embden, Riebeling und Selter zeigten zuerst, 
daB es bei der Muskelkontraktion nicht nur, wie bereits erwiilint. 
zur Bildung von Phosphorsiiure und Milchsiiure, sondern auch zu. 





') Jl. of Physiol. Bd. 66, S. 19 (1922). 

*) Embden und Lange, Diese Zs. Bd. 180, S. 350 (1923). 

4) Vogel, a. a. O. Bd. 118, S. 50 (1922). 

4) Embden und Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, 8S. 243 (1924). 
Embden und Haymann, a. a. O. Bd. 137, 5. 154 (1924). Lange, a.a.¥. 
Bd. 137, S. 101 (1924). 
°’) Weber, a.a. O. Bd. 145, S: 101 (1925). 

‘) Selter, a. a. O. Bd. 165, S. 1 (1927). 

7’) Embden und Lehnartz, a.a. O. 

‘) Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1924). 

*) Embden und Zimmermann, a, a. O. Bd. 167, S. 137 (1927). 
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Auftreten von Ammoniak kommt. Als Quelle dieser Ammoniak- 
pildung konnte die Adenosinphosphorsiiure erkannt werden.’) 

Hiermit ist zwar bereits die Bedeutung der Adenylsiure fiir 
das chemische Geschehen im Muskel dargetan worden, aber gerade 
wegen der leichten ionalen BeeinfluBbarkeit des Muskelchemismus 
war es notwendig zu untersuchen, ob nicht dem Anion dieser 
Sdure auch noch eine ionale Wirkung auf den Ablauf der 
chemischen Vorginge zukime. In der Tat wurde ein weitgehender 
KiafluB des Anions der Adenylsiiure*) auf den Phosphatwechsel 
cefunden.®) 

Meine Untersuchungen wurden wiihrend ihres Verlaufes mab- 
cebend beeinfluBt durch die Auffindung zweier bis dahin un- 
hekannter phosphorsiurehaltiger Bausteine der Muskulatur: 
Phosphokreatin und Pyrophosphorsiure. 

Die Wiedergabe der Versuchsergebnisse geschieht in folgender 
Anordnung: zunachst wird die Wirkung des Zusatzes von Adenyl- 
siure auf die als Strychnin-Phospho-Molybdat bestimmbare Phos- 
puatfraktion beschrieben; ein zweiter Abschnitt behandelt das 
Phosphokreatin; ein dritter die Frage nach der Natur des unter der 
Wirkung des Adenylsiiureanions entstehenden Syntheseprodukts, 
wiahrend im letzten Abschnitt an einzelnen Beispielen erdrtert 
werden soll, in welcher Weise der Abbau und Aufbau der ver- 
schiedenen Phosphatfraktionen miteinander verkniipft sein kann. 

Bereits friiher war gezeigt worden, daB nicht nur am Muskel- 
vrel, sondern auch am MuskelpreBsaft der Phosphatwechsel ional 
veeinfluBbar ist. Da sich hierdurch die Versuchstechnik einfacher 
und einheitlicher gestalten heB, wurden die Versuche fast au-- 
nahmslos am Prefsaft aus Kaninchenmuskulatur ausgefiihrt. 


1. Das Verhalten der anorganischen Phosphorsaure unter der Ein- 
wirkung des Adenylsaureions. 


Methodisches: Von der Methodik soll zuniichst nur das allen Ver- 
ichen gemeinsame geschildert werden; Einzelheiten finden nur insoweit 


‘') Embden, Rona Ber. Bd. 38, 8. 157. Klin. Wochenschr. Bd. 6, 8. 628 
127); Embden, Riebeling u. Selter, Diese Zs. Bd. 179, S. 149 (1928). 
*) Unter Adenylsiiure ist hier wie im folgenden stets Muskeladenyl- 
‘ure verstanden. 
Uber die ersten Ergebnisse der Untersuchungen wurde bereits im 
Sept. 1927 auf der 10. Tagung der Dtsch. Physiol. Ges. in Frankfurt berichtet 
* Rona Ber. Bd. 42, S. 561), sowie spiiter an anderer Stelle zwei vorlaiutiz: 
‘itteilungen iiber weitere Befunde verdffentlicht (Klin. Wochenschr. Bd. 7, 
» 1225 u. 1645 (1928)). 
1° 
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Erwihnung, als sie sich auf die Versuche des vorliegenden Abschnittes he. 
zichen. Anderungen, die sich aus veriinderten Fragestellungen ergeben, 
werden an gegebener Stelle besechrieben. 

Die PreBsaftgewinnung erfolgte stets in der im hiesigen Institut iiblichey 
Weise, wie sie erst kiirzlich von Wassermeyer eingehend beschriebey 
worden ist.') Besonderer Wert wurde auf gute Kiihlung der Fleischhack. 
maschine und des zum Auffangen des PreBsaftes dienenden GefiiBes gelegt, 

Zu jedem einzelnen Ansatz wurden 2—4 ccm Prebsaft in weiten Reagenz. 
gliisern mit dem gleichen Volumen m/100 (= 0,35°/,) mit Natronlauge gegen 
Phenolphthalein neutralisierter Lésung von Muskeladenylsiiure verdiinnt. Die 
Adenylsiurelisung enthielt auBerdem noch Zusitze von Natriumbicarbonat, 
Natronlauge, Phosphat usw., die von Versuch zu Versuch wechselten und 
jeweils in den einzelnen Tabellen angegeben sind. Die Konzentrations. 
angaben beziehen sich dabei stets auf die Zusatzfliissigkeit, nicht auf den 
PreBsaft. Die Adenylsiure war nach den Angaben von Embden und 
Zimmermann aus Kaninchenmuskulatur, manchmal auch aus Ochsenherzen 
gewonnen. Die Konzentration von m/100 wurde deshalb gewiihlt, weil sich 
in den Untersuchungen von Embden und Wassermeyer?) sowie von 
Schmidt’) fiir die Kaninchenmuskulatur Adenylsiuregehalte bis zu dieser 
Hohe ergeben hatten. Die Exposition der Ansiitze erfolgte dureh Einsetzen 
der Rihrchen in ein Wasserbad, im allgemeinen bei Temperaturen von 
12—16°. In der Mehrzahl der in diesem Abschnitt besprochenen Versuche 
(Protokoll Nr. 1—36) erfolgte nach den angegebenen Zeiten die Unterbrechung 
des Versuchs durch EiweiBfillung nach Schenck mittels Zusatz von der 
PreBsaftmenge entsprechenden Volumina 4 °/, iger Salzsiiure und 5°), iger 
Sublimatlésung. Kin Ansatz, der als Ausgangswert dient und als A-Wert 
in den Tabellen bezeichnet ist, wurde ohne Exposition in gleicher Wei-e 
gefallt. Er erhielt nach der Fallung noch einen Zusatz von Wasser oder 
der zum Versuch benutzten Zusatzlésung, um ihn mit den anderen Ansiitzen 
auf das gleiche Volumen zu bringen. Die Versuchszeit wurde bei sehr 
kurz dauernden Versuchen mit der Stoppuhr gemessen. PreBsaft und Zusitz 
lésung wurden stets vor Beginn des Versuches auf die Versuchstemperatur 
gebracht. Am niichsten Morgen wurde in friiher 6fters beschriebener Wei: 
die Phosphorsiiure als Strychnin-Phospho-Molybdat bestimmt.*) Die friiher 
gegebenen Vorschriften wurden dabei unwesentlich modifiziert: Die Menz 
des Schenckfiltrates wurde so bemessen, da sie h6chstens 2,5 mg Phosphor. 
siiure enthielt, so daB in einem Volumen von 30 ccm durch Zusatz von 
10 cem Molybdiin-Strychninreagens eine vollstiindige Ausfillung erzie: 
wurde. Zum Absaugen des Niederschlages wurden Porzellanfiltertiegel der 
Berliner Porzellanmanufaktur in den Nr. Al oder A2 verwandt. D 
Analysenzahlen sind als mg H,PQ, in 100 cem Prebsaft berechnet. 

In den spiiteren Versuchen (von Nr. 36 des Protokolls an) erfolgte “e 
inteiweiBung durch Trichloressigsiure, ferner wurde in einem Teil der Ver 
suche die Phosphorsiure colorimetrisch nach dem Verfahren von Fis: 
und Subbarow bestimmt. Doch werden die Kinzelheiten dieses Vorgehen: 


!) Diese Zs, Bd. 179, S. 283 (1928). 

2) Embden u. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, S. 226 (1928). 
8) Schmidt, a. a. O. S. 243. 

‘) Embden u. Lehnartz, a.a. O. 
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‘juahme als sie im Vergleichswert mit alleinigem Glykogenzusatz 
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erst spiiter beschrieben werden. Der Vergleich der nach dem Embden. 
schen Verfahren im Schenck- und im Trichloressigsiurefiltrat bestimmbaren 
Phosphorsiure ergab meist befriedigende Ubereinstimmung, oft jedoch wurden 
im Trichloressigsiurefiltrat niedrigere Werte gefunden. Die Differenzen be- 
trugen bis zu 7°/,. Auch die gesamte lésliche Phosphorsiiure im Trichlor- 
essigsiurefiltrat war in den Fiillen, in denen sie mit derjenigen im Schenck- 
filtrat verglichen wurde, oft um etwa 7—8°/, niedriger. Diese Differenz kann 
‘brigens durch Zusatz von 1°/, HCl zur Trichloressigsiiure ausgeglichen 
werden. 

Die Messungen des py wurden zunichst mit der Chinhydronelektrode 
yorgenommen. Da jedoch bei Jeicht alkalischen Reaktionen keine konstanten 
Potentiale erzielt wurden, erfolgte in den spiiteren Versuchen die Messung 
mit der Wasserstoffelektrode; bei PreBsiften mit Bicarbonatzusatz wurde 
meist die U-Elektrode nach Michaelis oder die Mikroelektrode von 
Winterstein benutzt. 


Ergebnisse. 


Tabelle 1, 


Versuch 1. (Protokoll Nr. 2) 7.1. 27. 
Versuehstemperatur 16° Versuchsdauer 2 Stunden. Konzentration der Zu- 
sitze: m/100-Adenylsiure, 2°/, Natriumbicarbonat, 0,4°', Glykogen. 
H,PQO, in mg-°/). 


A-Werte: 
ohne Adenylsiurezusatz 329 
mit ‘ 329 





Zusatz von 


Glykogen + 


Glykogen + Glykogen + 
Glykogen “ee a el ng Biearbonat + 
/ Adenylsiure Bicarbonat . 
Adenylsaure 
292 | 300 | 291 215 


Libt man PreBsaft mit dem gleichen Volumen einer m/100- 
Adenylsiurelésung, die anBerdem noch 2°/, Natriumbicarbonat und 
U4", Glykogen enthalt, 2 Stunden bei niederer Temperatur stehen, 
‘) ergibt sich, wie der in Tab, 1 wiedergegebene Versuch zeigt, 
“a deutliches Verschwinden von Phosphorsiiure. Gegeniiber einem 
A-Wert von 829 mg °/, wird unter diesen Bedingungen ein Wert 
“on 219 mg °/, erreicht. Auch der ausschlieBliche Zusatz von 
N48 » Glykogen fiihrt in Ab- wie in Anwesenheit von Natrium- 
Nicarbonat zu einem Absinken Ger Phosphorsiiure auf 292 bzw. 
“il mg ° o Die Kombination von Glykogen mit Adenylsiiure ohne 


“clchzeitigen Bicarbonatzusatz fiihrt dagegen zu einer geringeren 
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beobachtet wird. Ein Vergleich der beiden A-Werte, von denen 
der eine einem Filtrat ohne, der andere einem solchen mit Zv- 
satz von Adenylsiiure entspricht, zeigt, daB dieser Zusatz die 
Phosphorsiurebestimmung nicht beeinfiuBt. 

Ahbnliche Ergebnisse, wie in dem eben beschriebenen Ver- 
such 1 wurden in mehreren in gleicher Weise angestellten Ver- 
suchen erhalten. Jedoch fand sich regelmiBig in Ubereinstimmung 
mit den friiheren Beobachtungen von KEmbden und Haymann 


auch bei Zusatz von 


Verschwinden von Phosphorsiiure. 


Glykogen allein ein oft sehr erhebliches 
Moéglicherweise konnte also 


eine Wirkung des Adenylsiureions durch die Glykogenwirkung 
teilweise verdeckt sein und darum wurde in den folgenden Ver. 
suchen auf den Zusatz des Glykogens verzichtet. 


Versuchstemperatur 16%. 


Tabelle 2. 
Konzentration der Zusiitze: m/100-Adenylsiiure, 


2°/, Natriumbicarbonat. 


H,P0O, in mg-°/). 





Versuchszeit 


Versuch 2 (I 


Zusatz von 
Bicarbonat + 


Bicarbonat Adenylsiiure 


*rotokoll Nr. 5) 14.1. 27. A-Wert: 392 


5 Min. 


15 
30 
60 
120 
240 


Versuch 8 (Protokoll Nr. 6) 
1 Min. 


3 


99 


9 


”? 


” 


Versuch 4 | 


15 Sek. 


30 
1 Min. 


10 





’” 


”? 


9 








417 : 309 
437 329 
443 344 
443 325 
448 | 346 
462 | 383 


18. 1.27. A-Wert: 356 


330 | 218 
372 | 254 
390 258 
402 271 
413 283 
430 294 
Protokoll Nr. 9) 26. 1. 27. A-Wert: 271 

-- 156 
— 120 
es 91 

130 
— 147 
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Zunichst soll der zeitliche Verlauf der Adenylsiiurewirkung 
veschildert werden. In Versuch 2 (Tab. 2) zeigt sich, daB bei 
alleinigem Zusatz von 2°/, Natriumbicarhonat die Phosphorsiiure 
wihrend der ganzen Versuchszeit dauernd ansteigt. Zusatz von 
Adenylsiure hingegen fiihrt in allen Ansiitzen zu einem Minder- 
cehalt an Phosphorsiiure gegeniiber dem A-Wert, der in dem nach 
der kiirzesten Zeit (5 Minuten) unterbrochenen Ansatz am stiirk- 
sten, nach 4 Stunden nur gerade eben noch nachweisbar ist. 

Der sehr friihe Zeitpunkt, zu dem das Minimum an Phosphor- 
siure gefunden wurde, ermutigte dazu, noch wesentlich kiirzere 
Versuchszeiten zu untersuchen. Wie der Versuch 3 (Tab. 2) 
ergibt, ist tatsiichlich nach 5 Minuten das Maximum der Wirkung 
lingst tiberschritten; der niedrigste Phosphorsiurewert wurde bei 
einer Temperatur von 16° nach einer Versuchsdauer von nur 
einer Minute beobachtet: wiihrend dieser einen Minute ist 
eine Phosphorséuremenge von nicht weniger als 138 mg-"/, 
verschwunden! Dem plotzlichen Verschwinden der Phosphor- 
siure folgt ihr allmihlich langsamer werdender Wiederanstieg. 
Die Wirkung des Adenylsiiureions wird besonders deutlich, wenn 
man sie mit der des Natriumbicarbonats vergleicht. Hier findet 
nach einer Minute ebenfalls ein Absinken der Phosphorsiure 
statt, dies ist jedoch viel geringfiigiger als bei Adenylsiurezusatz, 
und bereits nach 3 Minuten hat die synthetische Phase einer Ab- 
spaltung von Phosphorsiure Platz gemacht. 

Die Untersuchung noch kiirzerer Versuchszeiten in Versuch 4 
Tab. 2) zeigte, daB bei 16° eine Versuchsdauer von 1 Minute 
tatsiichlich das zeitliche Optimum der Adenylsiiurewirkung dar- 
stellte. Gleichzeitig ergibt sich aus Versuch 4, daB unter der 
Kinwirkung der Adenylsiure die Phosphorsiure bis auf recht 
nedrige Werte absinken kann. Verglichen mit der durch das 
Fluorion zum Verschwinden gebrachten Menge Phosphorsiiure — 
in Versuch 7 der Arbeit von Embden und Haymann!) wurde 
.B. ein Gehalt an anorganischer Phosphorsiiure von nur 20 mg-°/, 
erreicht — erscheint der in den bisher beschriebenen Versuchen 
zeschilderte synthetische Effekt geringfiigig. Aus Versuch 4 da- 
fegen ersieht man, daB auch bei Zusatz von Adenylsiiure der 
ilerwiegende Teil der mit der angewandten Methode zu bestim- 
nenden Phosphorsiure verschwinden kann. Auch die schnell 
‘oriibergehende Abnahme der Phosphorsiiure bei alleinigem Zu- 


' A.a.O. S. 164. 
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satz von Natriumbicarbonat darf man wohl mit Wabhrscheinlich- 
keit auf die Wirkung der geringen in jedem PreBsaft vorhandeney 
Adenylsiuremengen zuriickfihren. 


Tabelle 3. 
Versuch 5. (Protokoll Nr. 30) 8. 7. 27. 


Zusatz: m/100-Adenylsiiure + 2°/, Natriumbicarbonat. 


H,PO, in mg-°/,. 


A-Wert: 407. 





; Zusatz von 
seinen orem Adenylsiiure + Bicarbonat 
ieee bei 13° bei 18° 
15 —_— 241 
30 297 254 
45 290 262 
60 242 262 
75 288 269 
90 300 
105 340 _ 





In zahlreichen weiteren Versuchen konnte das oben ¢:- 
schilderte Verhalten immer wieder beobachtet werden.  Auc! 
bei Temperaturen von 12—14° liegt das zeitliche Optimum der 
Adenylsiiurewirkung bei einer Versuchsdauer von 1 Minute. Ander 
bei der nur geringfigigen Erhéhung der Versuchstemperatur av! 
18°, In Tab. 3 ist ein Versuch wiedergegeben, in dem cer 
Reaktionsverlauf bei Temperaturen von 13 und 18° in Intervalles 
von 15 Sekunden iiber ungefihr 2 Minuten verfolgt ist. Derseli 
Versuch ist, um den Unterschied in beiden Reihen besonders deutlic! 
hervortreten zu lassen, in Fig. 1 dargestellt. In Ubereinstimmun’ 
mit den bereits beschriebenen Versuchen liegt bei 13° das Max- 
mum des in diesem Versuch iiberhaupt beobachteten Verschwinden: 
von Phosphorsiure bei 1 Minute, bei 18° dagegen ist es beret! 
nach 15 Sekunden erreicht. 

Derienige ProzeB, der durch die Adenylsiure im Sinne de: 
Verschwindens von anorganischer Phosphorsiiure beeinflubt wir 
erfihrt also in einem Temperaturbereich von 16—18° eine ga" 
auBerordentliche Beschleunigung, und gerade weil mit steigen:«! 
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bh. [EF Temperatur dieser synthetische ProzeB so auberordentlich be- 
en schleunigt wird, darf ihm wohl eine grofe biologische Bedeutung 


beigemessen werden. 


mg °') HPO, 


400 ; 
\ 
\ 
\ 18° 
\ , 
\ \ / 
ee 
Pa CS Po 
300 f — . 
ol 
| 
| ‘ \ 720 
' FS 1-0 ‘§ a0 
p 2, \ 
| A ¥ 
SS a ee as ee ae een oe eae eee eae 
30 60 GO 120 sec. 


Fig. 1. Verlauf der Wirkung des Adenylsdureions auf den Phosphatgehalt des PreBsaftes 
bei 18° und 15°, 


Tabelle 4. 


Versuch 6. (Protokoll Nr. 44) 5. 12. 27. 
Versuchstemperatur 35°. 
: Zusatz: m/100-Adenylsiiure + 2°, Natriumbicarbonat. 
~ H,PO, in mg-°/,. 


A-Wert: 3508. 





. ; Adenylsiure 
n Versuchszeit vn J 
| + Ricarbonat 
80 Sekunden 
vet 1 Minute(n) 


eo 
eS one 
— 


— bo DO tO 
oJ 5 
GO 





Ie 2 ” 64 
5 + 85 

15 - 2386 

30 ; 310 

60 ; 339 


Bei noch héheren Temperaturen kommt es anscheinend wieder 
Di 40 einer Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit, jedoch lassen 
ch hier haufig nicht ein sondern zwei Minima der Phosphor- 
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siiure beobachten. So zeigt Versuch 6 (Tab. 4), der bei 35° vor- 
genommen wurde, bei einem A-Wert von 308 mg-°/, ein erstes 
Minimum von 239 mg-°/, nach 30 Sekunden, ein zweites von 
185 mg-°/, nach 5 Minuten. Es ist jedoch die Méglichkeit nicht 
von der Hand zu weisen, daB bei einer noch kiirzeren Versuchs- 
zeit als 30 Sekunden noch ein drittes Minimum gelegen ist. 

Aus den Versuchen iiber die ‘emperaturabhingigkeit der 
ionalen Wirkung der Adenylsiure ergibt sich jedenfalls mit 
Sicherheit, daB in Gegenwart von 2°/, Natriumbicarbonat ein 
Zusatz von m/100-Adenylsiure ein Verschwinden von anorganischer 
Phosphorsiure hervorruft, das bei 12—16° nach 1 Minute ein 
Maximum aufweist, wihrend bei Temperaturen von 18—20° dies 
Maximum schon nach 15 Sekunden auftritt; es handelt sich also 
hier um eine fermentative Synthese von ganz ungewohnlicl 
raschem Verlauf. 

In einer Reihe von Versuchen wurde, stets in Gegenwart von 
2°/, Natriumbicarbonat, die Wirkung des Zusatzes steigender 
Adenylsiiurekonzentrationen (von 0,0875—0,7°/, = m/400—m/50) 
untersucht. Die Versuchsdauer betrug in einem Teil dieser Ver- 
suche 1 Minute, in mehreren Versuchen wurde aber auch das 
Verhalten der Phosphorsaiure iiber einen lingeren Zeitraum ver- 
folgt. Das Ergebnis dieser Versuche kann kurz dahin zusammen- 
gefaBt werden, daf das erreichte Minimum an anorganischer Phos- 
phorsiure in Abhingigkeit von der Konzentration der zugesetzten 
Adenylsiiure steht. Ausnahmslos wurde in allen Versuchen bei 
dem niedrigsten Zusatz auch das geringste Verschwinden von 
Phosphorsiiure beobachtet. Der zeitliche Verlauf der Synthese zeigt 
jedoch bei den hédheren Adenylsiurekonzentrationen eine gewisse 
Abweichung von dem bisher geschilderten Bild. Wir geben daher 
in Tab. 5 einen Versuch wieder, in dem bei Adenylsiiurezusiitzen 
von m/200, m/100 und m/50 der Phosphorsiiuregehalt des Preb- 
saftes nach Expositionszeiten von 1, 2, 4 und 16 Minuten unter- 
sucht wurde. Gleichzeitig sind zum Vergleich auch noch die bei 
Exposition mit 2°/, Natriumbicarbonat allein sich ergebenden 
Werte bestimmt. Der alleinige Bicarbonatzusatz hat, wie schon 
mehrfach beschrieben, eine voriibergehende Senkung der Phosphor- 
siiure unter den A-Wert zur Folge (wie oben ausgefiihrt wurde, 
wohl wegen des Vorhandenseins von Adenylsiiure im PrebBsait. 
Die Wirkung der Adenylsiure in den Konzentrationen von m/1 
und m/200 zeigt beziiglich des zeitlichen Verlaufes ebenfalls 
gegeniiber den vorhergehenden Versuchen keine Besonderheiteu. 
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Tabelle 5. 
Versuch 7. (Protokoll Nr. 22) 5. 4. 27. 


Versuchstemperatur 12°. Zusiitze: 2°/, Natriumbicarbonat. Adenylsiure in 
verschiedenen Konzentrationen. 


H,PQ, in mg-°/,. 
A-Wert: 208. 





Bicarbonat Bicarbonat Bicarbonat 
Bicarbonat +- m/200- + m/100- + m/50- 
Adenylsiiure | Adenylsiiure | Adenylsiiure 


Versuchszeit 
in Minuten 





1 200 174 124 67 
2 212 194 152 64 
4 23 203 169 67 
16 265 | 242 190 84 











Ein Unterschied besteht lediglich hinsichtlich des erreichten 
Minimums an Phosphorsiiure, das bei Zusatz von m/200-Adenyl- 
siure 174 mg-°/,, bei m/100 dagegen nur 124 mg-°/, betrigt. 
Unter der Einwirkung von m/50-Adenylsiiure wird sogar ein 
Minimum von 64 mg-°/, erreicht. Bei dieser Adenylsiiurekonzen- 
tration weicht aber der zeitliche Verlauf gegeniiber dem bei den 
anderen Konzentrationen insofern ab, als das Minimum nicht sofort 
durchschritten wird, sondern die Phosphorsiure sich fir einen 
Zeitraum von 4 Minuten auf konstanter Hohe hilt und auch nach 
16 Minuten nur einen Anstieg auf 84 mg°/, erfihrt. 

In allen bisher besprochenen Versuchen erfolgte die Unter- 
suchung der Adenylsiurewirkung stets in Gegenwart von 2°/, 
Natriumbicarbonat, also bei p,,-Werten, die etwa zwischen 7,2 
und 7,6 (s. die folgenden Versuche) gelegen sein mégen. 

Versuch 8 (Tabelle 6) zeigt, daB die Wirkung des Adeny]l- 
saureions nicht an eine neutrale oder schwach alkalische Reaktion 
gebunden ist, sondern auch noch im relativ sauren Gebiet erfolgt. 
Der in diesem Versuch verwandte Prefsaft hatte nach Zusatz 
von m/100-Adenylsiiure ein p,, von 5,68. Die Phosphorsaure sank 
unter diesen Bedingungen von einem A-Wert von 299 mg-°/, auf 
einen Minimalwert von 214 mg-°/, ab. Gegeniiber den Versuchen 
bei alkalischer Reaktion fallt zweierlei auf: Das zeitliche Optimum 
der Synthese ist verschoben und wird nicht wie gewdhnlich nach 
1 Minute, sondern erst nach 2 Minuten erreicht, und ferner erfolgt 


der Wiederanstieg der Phosphorsiiure wesentlich langsamer als 
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i 


in den Versuchen bei alkalischer Reaktion. Dies Verhalten wurde 
in anderen Versuchen in gleicher Weise beobachtet. So fand in 
einem Falle z. B. selbst nach zweistiindiger Exposition keine 
Zunahme der Phosphorsiure iiber den nach 2 Minuten erreichten 
Wert statt. 

Tabelle 6. 

Versuch 8. (Protokoll Nr. 68) 8. 6. 28. 
Versuchstemperatur 14,5°. Zusatz: m/100-Adenylsiiure. py: 5,68. 
H,PO, in mg-°/,. 

A-Wert: 299. 





Versuchszeit m/100 
in Minuten Adenylsiiure 
1 236 
2 214 
4) 218 
10 227 
30 226 





In einer anderen Versuchsreihe wurde gezeigt, daB der Um- 
fang des auf den Zusatz von Adenylsiiure erfolgenden Verschwindens 
von Phosphorsiure von der H-[onen-Konzentration abhiingt. Die 
Kinstellung des p,, erfolgte in den meisten dieser Versuche durch 
Zusatz von Natriumbicarbonat, in anderen auch durch Zusatz von 
NaOH. Von zwei gleichartigen Ansiitzen diente immer der eine 
der p,,-Messung, der andere der Phosphorsiiurebestimmung. 

In Versuch 9 (Tabelle 7) wurde ein p,-Bereich von 5,56 
(kein Alkalizusatz) bis 7,57 (Zusatz von 2°/, Bicarbonat) bei einer 
Expositionsdauer von 1 Minute untersucht. Der niedrigste Phosphor- 
siurewert findet sich bei einem p,, von 7,17; bei den sauren 
Reaktionen ist die Menge der verschwindenden Phosphorsiure 
viel geringer und auch bei den alkalischen von 7,31 und 7,57 ist 
die nach 1 Minute erreichte Synthese etwas geringer als bei 7,1". 
Das oben bereits beschriebene Verschwinden von Phosphorsiure 
durch kurze Exposition mit alleinigem Zusatz von Natriun- 
bicarbonat tritt ebenfalls bei den Reaktionen von 6,8—7,3 be- 
sonders deutlich in die Erscheinung. In anderen Versucheu 
der gleichen Art lag bei einer Versuchsdauer von 1 Minute (das 
Optimum der Adenylsiurewirkung gleichfalls in einem p,,-Bereic) 
von 7,0—7,3. Aus den geschilderten Ergebnissen lift sich 


+ 


schlieBen, da8 auch in den friiheren Versuchen mit einem Zusat/ 
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yon 2°/, Natriumbicarbonat die Reaktion annahernd optimal war. 
Die bei den sauren Reaktionen gefundenen niedrigeren Werte fiir 
die Synthese sind nach Ausweis des Versuches 8 sicher zu einem 
Teil darauf zuriickzufiihren, daB die Adenylsiurewirkung ihr Maxi- 
mem noch nicht erreicht hat. Doch pflegt im allgemeinen die 
Differenz zwischen dem nach 1 Minute beobachteten Wert und dem 
Minimum geringer zu sein als die Unterschiede zwischen den Werten, 
die beiden verschiedenen Reaktionen des Versuches9 erreicht wurden. 


Tabelle 7. 


Versuch 9. (Protokoll Nr. 28) 17. 6. 27. 


Versuchstemperatur 13°. Versuchsdauer 1 Min. Zusiitze: m/100 Adenylsiiure. 
Natriumbicarbonat in verschiedenen Konzentrationen. 


H,PO, in mg-°/). 
A-Wert: 415. 





Zusatz von Zusatz von 
PH Bicarb | Biearbonat + Pu Bicarl _ Biearbonat + 
ee Adenylsiure iene Adenylsiure 
5,96 400 354 711 358 267 
6,27 429° 338 7,14 346 261 
6,58 415 338 ane 348 255 
74 381 323 7,31 348 262 
6,83 364 287 1,57 367 265 
7,07 359 272 














Kbenso auffillig wie die Geschwindigkeit, mit der das 
Maximum der Synthese erreicht wird, muB die rasche Durch- 
vhreitung des Maximums erscheinen; denn nach ganz kurzer 
Zeit kommt es ja — wenigstens bei alkalischer Reaktion — zu 
einem deutlichen Wiederanstieg der Phosphorsiure. 

Fiir dies Verhalten waren von vornherein verschiedene Kr- 
slirungsméglichkeiten gegeben. Eine kiirzlich erschienene Arbeit 
von Wassermeyer hat zu dem Ergebnis gefiihrt, daB die durch 
rluorionen bewirkte Synthese von Hexosediphosphorsiiure schon 
(urch sehr kurze Behandlung des Prefsaftes mit Natriumbicarbonat, 
NaOH oder CO, eine erhebliche Abschwichung erfihrt.’) 

Kine derartige Abschwiichung der Synthesefihigkeit war bereits 
‘or lingerer Zeit am Muskelbrei nach lingerem Aufbewahren?), am 





') Diese Zs. Bd. 179, S. 283 (1928). 
*) Abraham u. Kahn, a,a. O. Bd. 141. S. 161 (1924). 
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intakten Muskel als Begleiterscheinung der Ermiidung?) und des 
Absterbens”) beobachtet und als ,,Alterung“ bezeichnet worden, 
Es war gerade im Hinblick auf die U ntersuchungen W assermeyers 
iiber die alterungsbeschleunigende Wirkung des Zusatzes von Bi- 
‘arbonat sicher berechtigt daran zu denken, daB auch die Wirkung 
des Adenylsiiureions infolge einer alterungsartigen Wirkung des 
Bicarbonatzusatzes auf die lKolloide des Prebsaftes eine Ab. 
schwiichung erfiihre. 
Tabelle 8. 
Versuch 10. (Protokoll Nr. 24) 12. 5. 27. f 


Versuchstemperatur 15°. Dauer des Syntheseversuches: 1 Minute. p,, des 
nativen Prebsaftes: 5,87. Zusiitze: 1. Im Alterungsansatz: 2°/, Natrium- 








bicarbonat. 2. Im Syntheseansatz: 2°/, Natriumbicarbonat + m_ !(u- 
Adenylsiiure. 
H,PO, in mg-°/,. { 
A-Wert: 400. 
Dauer der Phosphorsiiure nach | 
Alterung 
in Minuten Alterung Synthese ik 
1 385 314 
a) 433 305 
10 448 307 
15 457 305 
Auf Grund des zeitlichen Verlaufes der Synthese muBte eine | 
solche Alterung schon nach ganz kurzen Expositionszeiten eintreteu. Ve 
und die Untersuchung konnte sich daher auf kurz dauernde . 
Alterungszeiten beschriinken; dies um so mehr, als Wassermeyer 
schon bei nur 10 Minuten dauernder Vorbehandlung des Prebsaites 
mit 1°/, Natriumbicarbonat einen deutlichen Alterungseffekt fe: J _ 
stellen konnte. In Versuch 10 (Tab.8) wurde daher der Prebsait 
mit dem halben Volumen 4°/,iger Natriumbicarbonatlésung versetz. 9 \ 


und nach 1, 5, 10 und 15 Minuten dauernder Alterung bei 14 
in einem Teil des PreBsaftgemisches die Phosphorsiure bestimmt, 
zu einem anderen Teil ein drittel (in bezug auf den PreBsa! 
also halbes) Volumen m/50-Adenylsiurelésung zugesetzt. (seni 


') Embden u. Jost, Diese Zs. Bd. 165, S. 224 (1927) 

*) Deuticke, a.a.O. Bd. 149, 8. 259 (1925); ubden, Deutick: ») 
Lehnartz u. Perger, ebenda Bd. 162, 8. 155 (1927); Martino, aa" 
Bd, 162, S. 172 (1927). 
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eS | Minute nach Zusatz der Adenylsiurelésung wurde der Versuch 
D, unterbrochen. Wie die Tabelle zeigt, sinkt bei der Exposition mit 
rs Natriumbicarbonat allein nach 1 Minute die Phosphorsiiure von 
i ' 400 auf 385 mg-°/, ab, um dann allmihlich wieder anzusteigen. 
ng Nach 1 Minute dauernder Alterung ergibt der Syntheseversuch 
es mit Adenylsiurezusatz einen Wert von 314 mg-°/,, nach 5, 10 und 
h- 9 15 Minuten Alterung Jauten die entsprechenden Werte 305, 307 

und 305 mg-°/,. Trotz des sehr verschiedenen Ausgangswertes 


} 


der anorganischen Phosphorsiiure wird also in allen Ansiitzen der 
sleiche Synthesewert erreicht. Fiir eine Abschwiichung der Synthese 
innerhalb der in Frage kommenden kurzen Zeiten durch eine 


les Alterung des Fermentes selbst oder der das Ferment begleitenden 
™ —@ <Xolloide lieBen sich also Anhaltspunkte nicht gewinnen. 


\U- re . oo . ee ’ ee 
Weiterhin kénnte die Ursache fiir das EHrléschen der synthe- 


tischen Wirkung darin gelegen sein, daB das Adenylsiureion im 
Verlauf der Exposition einen Abbau zu unwirksamen Substanzen 
erfihrt. Als Abbauprodukt der Adenylsiiure kommt in erster 
Linie die Inosinséiure in Betracht. Nach Embden, Riebeling 
und Selter kommt ja die Ammoniakbildung bei der Muskel- 
soutraktion ausschlieBlich durch Desaminierung der Adenylsiiure 
zustande?), und Schmidt konnte die Inosinsiiure als Produkt der 
ermentativen Desaminierung der Adenylsiure isolieren.’) 


6 he 
Labelle 9. 

Versuch 11. (Protokoll Nr. 49) 22. 12. 27. 
Versuchstemperatur 13°. py, im nativen PreSsaft: 6,1; im Zusatzversuch: 7,6. 
Aonzentration der Zusiitze: 2°/, Natriumbicarbonat, m/100-Adenylsiiure, 

m/100-Inosinsiiure. 





PT . ( 
‘ H,PO, in mg-°/,. 
ee) 
st A-Wert: 415. 
at s 
: ; Zusatz von 
tzt. Versuchszeit ee . Bicarl 
. —_—" a s1carbonat + | Icarbonat + 
lo in Minuten Bicarbonat ins aca 
, Adeny!|siiure Inosinsiiure 
mt, 
salt 1 452 413 452 
10 525 348 521 
30 609 405 649 
126 669 566 714 








U ' ‘) Ava. O. S. 151. 
*) A. a. O. S. 280. 





16 Emil Lehnartz, 


In Versuchen, in denen die Inosinsiure und die Adenylsiiure 
miteinander verglichen wurden, zeigte sich in der Tat, daB die 
synthesebegiinstigende Wirkung nur dem Ion der Adenylsiiure, 
nicht dagegen dem der Inosinsiure zukommt. In Versuch 11 sank 
die Phosphorsaure bei Adenylsiiurezusatz von 413 nach 10 Minuten 
auf 348 mg °/, ab, war nach 30 Minuten wieder auf 405 angestiegen 
und hatte nach 120 Minuten einen Wert von 566 mg-°/, erreicht. 
Bei Zusatz von Natriumbicarbonat sind in An- wie in Abwesenheit 
von Inosinsiiure die nach 1 und 10 Minuten gefundenen Werte 
vollig identisch: 452 und 452 bzw. 525 und 521 mg®/). Nach 
30 und 120 Minuten wird sogar durch Inosinsiurezusatz eine 
Zunahme der Phosphorsiaure iiber den Vergleichswert mit Natrium. 
bicarbonat erzielt. Es soll dabei unerértert bleiben, ob diese 
Zunahme durch Abspaltung von Phosphorséure aus der Inosin- 
siiure erfolgt. Die charakteristische Beeinflussung des Phosphat- 
wecksels durch die Adenylsiure ist also an das Vorhandensein der 
Aminogruppe gebunden. Der im letzten Versuch beobachtete 
zeitliche Verlauf mit einem Minimum der Phosphorsiure nach 
10 Minuten stellt iibrigens eine seltene Ausnahme unter den sel 
zahlreichen durchaus gleichartig verlaufenen Versuchen dar. 


Tabelle 10. 


Versuch 7. (Protokoll Nr. 22) 5. 4. 27. 
Versuchstemperatur 12° Zusiitze: 2°/, Natriumbicarbonat, Adenylsiure in 
verschiedenen Konzentrationen. 


NH, in mg°/, 


A-Wert: 11,8. 














Versuchs- siearbonat + | Bicarbonat + | Bicarbonat ~ 
zeit in | Bicarbonat m/200- m/100- m/50- 
Minuten Adenylsiiure Adenylsiure Adenylsiiure 
1 11,0 _ 11,5 11,7 
2 10,9 10,8 11,3 11,3 
{ 11,3 — 12,1 11,3 
16 11,0 11.2 11,2 11,4 





Wiire nach diesen Ergebnissen auch der Abbau der Adeny- 
siiure zu Inosinsiiure eine hinreichende Erklarung fiir den Wiece- 
anstieg der Phosphorsiiure, so schaltet diese Méglichkeit 40 


1 


aus dem einfachen Grunde aus, weil eine Zunahme des Ammon: 
gehaltes im PreBsaft unter den vorliegenden Temperatur- 














Lure 
die 
ure, 
sank 
aten 
gen 
cht. 
heit 
erte 
vach 
eine 
lum. 
liese 
OSin- 
yhat- 
. der 
itete 
nach 
selir 


ire in 


dre 





Aufbau und Abbau von Titigkeitssubstanzen des Muskels. 17 


Zeitbedingungen nicht nachweisbar ist, demnach also auch kein 
Abbau der Adenylsiure zu Inosinsiure stattgefunden haben kann.') 
In Tab. 10 sind die im Versuch 7, fiir den die Phosphorsiurewerte 
schon oben in Tab.5 wiedergegeben sind, ermittelten Ammoniak- 
werte niedergelegt. Es zeigt sich keine die Fehlergrenze der 
Bestimmung iiberschreitende Anderung des Ammoniakgehaltes 
wihrend einer Expositionsdauer von 16 Minuten, trotzdem zu 
dieser Zeit in allen Ansiitzen eine deutliche Wiederzunahme der 
Phosphorsiure gefunden wurde. 

Zur Ammoniakbestimmung werden gleichzeitig mit den der Phosphor- 
siurebestimmung dienenden Ansitzen 2cein PreBsaft mit 2cem Adenylsiiure 
bicarbonatlOsung versetzt und nach den angegebenen Zeiten die fermentativen 
Prozesse durch 2 cem 4°/,iger Salzsiiure unterbrochen. Es wird mit 30 cem 
Wasser in die Destillationskolben iibergespiilt, mit Magnesia usta alkalisiert 
und 20 Minuten bei 35° im Vakuum einer Wasserstrahlpumpe destilliert, 


Das Ammoniak wird in 5 cem n/200-Schwefelsiure aufgefangen und die 
nicht verbrauchte Schwefelsiiure jodometrisch bestimmt. Die Bestimmungen 
erfolgten in Apparaten mit Gummistopfenverbindungen, so dab Abweichungen 
bis zu 5°/) wohl als innerhalb der Fehlergrenze gelegen zu betrachten sind.*) 


Tabelle 11. 
Versuch 12. (Protokoll Nr. 8) 22. 1. 27. 
Versuchstemperatur 16°. Versuchsdauer 3 Minuten. Konzentration der Zu- 


siitze: 2°/) Natriumbicarbonat, m/100-Adenylsiure, m/100-Adenosin. 


ie >) : 0/ 


A-Wert: 371. 





Zusatz von 


oN Bicarbonat + Bicarbonat + ‘Siti 
Adenylsiiure Adenosin 
386 290 | 386 384 


AuBer einem Abbau zu Inosinsiiure durch Ammoniakabspaltung 
ist aber auch durch Phosphorsiureabspaltung ein Abbau der Adenyl- 
saure zu Adenosin méglich. Das Adenosin wirkt tatsichlich, wie 
Versuch 12 zeigt, ebensowenig wie das [nosinsiiureion auf den Phos- 
puatwechsel des PreBsaftes ein. Anhaltspunkte fiir ein Au(treten 


') Auch Schmidt hat iibrigens schon beobachtet, daB in einzelnen 
Prebsiiften selbst durch liingere Exposition bei 38° keine Vermehrung des 
Ammoniaks, zu Beginn der Exposition sogar oft ein leiehtes Yerschwinden 


“eser Substanz gefunden wird (a. a. O. Tab. 1 und S. 252). 


‘’ Embden, Carstensen u. Schumacher, Viese Zs. Bd. 179, 
~~» 1 a) - > 
%. 156 (1928). 


no 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLUXXXIV. 
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von Phosphorsiiure aus Adenylsiiure konnten jedoch unter den 
vorliegenden Versuchsbedingungen nicht gewonnen werden. 

Da das beobachtete zeitliche Maximum des Verschwindens 
der anorganischen Phosphorsiiure weder auf Alterungsvorgiinge 
noch auf eine Zerstérung des synthesebegiinstigenden Ions zuriick- 
zufiihren sein konnte, muBte nach anderen Erklirungsméglichkeitey 
gesucht werden. 

Kggleton und Eggleton’) sowie Fiske und Subbarow: 
haben kiirzlich gezeigt, daB diejenige Phosphatfraktion, die be: 
den iiblichen Verfahren der Enteiweibung der Muskulatur und 
der daran sich anschlieBenden Bestimmung der anorganischen 
Phosphorsiiure ermittelt wird, nicht nur die wahre anorganische 
Phosphorsiiure des Muskels, sondern noch eine zweite Phosphat- 
fraktion umfaBt. Dieser Anteil, der beispielsweise als Strychnin- 
Phospho-Molybdat bestimmten Phosphatfraktion ist im Muske!. 
wie zuerst Fiske und Subbarow gezeigt haben, an Kreatin 
gebunden. Das ,,.Phosphagen“ (Kggleton) des Wirbeltiermuskels 
ist ,,Phosphokreatin“. 

[yas Phosphokreatin zerfaillt bei saurer Reaktion auter- 
ordentlich rasch in Ortophosphorsiiure und Kreatin. Da bei den 
bislang iiblichen Verfahren der Phosphorsiurebestimmung die Mus- 
kelextrakte stets liingere Zeit stark saurer Reaktion ausgesetzt warei. 
ist in den Versuchen aller friiheren Autoren die an Kreatin 
bundene Phosphorsiiure immer als Orthophosphorsiaure mitbestimmt 
worden. Aut Grund dieses Verhaltens der neuentdeckten Ver. 
bindung bei saurer Reaktion konnte die von uns _ beobaclitete 
Wiederzunahme der anorganischen Phosphorsiure nach Erreichung 
ihres Minimums vielleicht nur eine scheinbare sein, d. bh. es konnte 
sich um eine mit der durch Adenylsiure beeinfluBten Synthes: 
konkurrierende Phosphokreatinsynthese handeln. 


2. Die fermentative Synthese des Phosphokreatins. 


Methodisches: Da die Aufspaltung des Phosphokreatins auber 
ordentlich rasch erfolgt, muBte die EnteiweiBung nach Schenck, die m 
liingerem Steben bei stark saurer Reaktion verbunden ist, verlassen werden, 
und in allen folgenden Versuchen ist daher die Fallung mit Trichloressiz 
siiure angewandt worden. Sie erfolgte im allgemeinen in der Weise, (2: 
1 Volumen PreBsaft mit dem gleichen Volumen der zu_ untersuchende2 
Zusatzlésung versetzt und nach Ablauf der Expositionszeit mit dem fin! 
fachen Volumen (bezogen auf den PreBsaft) 5°/,iger Trichloressigsiur 
1) Eggleton u. Eggleton, Biochemical. Jl. Bd. 21, 8. 190 (1927), 
7) Fiske u. Subbarow, Science 1927, 8. 401. 
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) cefillt wurde. Nach hiaufigem Umriihren und Schiittela wird genau 10 Mi- 
nuten nach Zusatz der Trichloressigsiiure durch Schwar-bandfilter filtriert. 
Durch kirzeres Stehen mit Trichloressigsiiure wird keine vollstiindige 
Extraktion der gesamten léslichen Phosphorsiiure erzielt, auch die gefundenen 
e Phosphokreatinwerte kénnen also zu niedrig sein. Den Einwand, dab eine 
10 Minuten dauernde Extraktion bereits zur teilweisen Aufspaltung des 
Phosphokreatins fiihrt, glauben wir durch den Hinweis entkriiften zu kénnen, 
daB in zahlreicben Versuchen itiberhaupt keine anorganisehe Phosphorsiiure, 
Phosphokreatinphosphorsiiure dagegen in groBen Mengen im Filtrat vor- 
handen war. Die Bestimmung des Phosphokreatins erfolgte in den ersten 
] Versuchen (bis Nr. 51 des Protokolls) durch Verfolgung der Farbentwicklung 
bei der colorimetrischen Bestimmung nach Fiske und Subbarow.') Zu 
diesem Zweecxe wurde ein etwa 0,5 mg anorganisches + Phosphokreatin- 
phosphat enthaltender Anteil des Filtrates in 25 cem MeBkélbchen ab- 
gemessen und sofort mit Natronlauge gegen Phenolphthalein neutralisiert. 
Molybdiinschwefelsiiure- und Aminonaphtholsulfosiiurereagens wurden genau 
nach dea Vorschriften von Fiske und Subbarow hergestellt. Die Colori- 
metrie erfolgte in einem groben Leitzschen Colorimeter bei einer Schicht- 
dicke der Vergleichslésung von 30 mm. Als Vergleichslésung dienten 5 cem 
einer Lésung von sekundiirem Kaliumphosphat, entsprechend 0,5 mg H,PQ,. 
> &F Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden Molybdinsehwefelsiure und Amino- 
naphtholsulfosiiure im Verhiltnis 5:2 gemischt und sowohl za dem der 

°. Phosphokreatinbestimmung wie zu dem als Vergleichswert dienenden Ansatz 
aus einer rasch laufenden Biirette 7 ecm dieses Gemisches mit grébtmobglicher 
Beschleunigung zugesetzt. Es wird sofort mit Wasser bis zur Marke auf- 
gefiillt und nach griindlicher Durchmischung die Colorimetertrége gefiillt. 
iF Die Ablesung und die Berechnung der Werte fiir die ,,wahre® anorganische 
: Phosphorsiiure erfoleten nach den von Gorodissky gemachten Angaben. *) 
+ i Diese Methode gibt durchaus verliBliche Werte, und wenn sie trotzdem 
| in den spiiteren Versuchen durch eine andere ersetzt wurde, so nur deshalb, 
weil das geschilderte Vorgehen bei Reihenversuchen zeitraubend und vor 

‘©  @ allem recht ermiidend ist. Wir versuchten deshalb auch die Phosphokreatin- 
i¢ bestimmung auf eine gravimetrische Bestimmung der Phosphorsiiure zuriick- 
zufiihren. Dies gelang ohne weiteres. Das hierbei angewandte Verfahren 
ist im Prinzip mit dem identisch, das in der Zwisechenzeit von Lohmann 
fiir die Phosphokreatinbestimmung veréffentlicht werden ist.*) Der wesent- 
lichste Untersechied besteht darin, daB dieser Autor der colorimetrischen Be- 
stimmung der Phosphorsiiure den Vorzug gibt. Ein Teil des Trichloressiysiiure- 
filtrats, je nach den zu erwartenden Phosphokreatinmengen 3—5 cem, wird mit 
10° ,igem Ammoniak neutralisiert und dann zur Ausfillung der anorganischen 
nit [— Phosphorsiiure mit 3 cem Magnesiamixtur und soviel 10°/,igem Ammoniak 
pn, versetzt, daB die Ammoniakkonzentration 2'/,°/, betriigt. Nach zwei- bis 
ig _  4reistiindigem Stehen im EKissehrank wird durch kleine Schwarzbandfilter 
al filtriert und Kolben und Filter dreimal mit je 5 cem 2'/,°/,igem Ammoniak 
en @® gewaschen. Das Filtrat, das keine anorganische Phosphorsiiure und an 
of §% leicht spaltbaren Phosphorsiiureverbindungen nur das Phosphokreatin enthiilt, 


') Fiske und Subbarow, Jl. of Biol. Chem. Bd. 66, S. 375 (1925). 
*) Gorodissky, Diese Zs. Bd. 175, S. 261 (1928). 
*) Biochem. Zs. Bd. 194, S. 306 (1928). 
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wird mit 
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und bleibt dann. mi: 


979 


aw 


yiger Salzsiure schwach angesiiuert 


1 eem Molybdiinschwefelsiurereagens nach Fiske und Subbarow versetzt. 


mehrere Stunden bei Zimmertemperatur stehen. 


Ebenso wie Lohman) 


beobachteten auch wir die katalytische Beschleunigung des Phosphokreatin- 


zerfalls durch den Zusatz von Molybdat. 


(Wenn auch beim Stehen mi: 


dem Molybdiinstrychninreagens nach Embden eine vollstindige Spaltung 
des Phosphokreatins erfolgt, so sind die hierbei gewonnenen Werte doc); 
nicht ganz einwandfrei, offenbar wegen der nur allmihlich erfolgendey 
Ausfillung des Phusphats.) Die Bestimmung des durch Siure in Anwesenheit 
von Molybdat freigewordenen Phosphats erfolgt nunmehr nach den friihey 


gegebenen Vorschriften. 


Die ,,wahre“ anorganische Phosphorsiiure wurde 


in den meisten Versuchen in der in verdiinnter Salpetersiure gelisten 


Magnesiafillung nach Neutralisation mit Ammoniak bestimmt. Endlich wird 
auch noch die Phosphorsiiure des Trichloressigsiurefiltrats ermittelt. Auch 


diese Bestimmung blieb vor der Fiillung mehrere Stunden mit einem Zusatz 


von Molybdat stehen. 


Der so gefundene Wert, der in den Tabellen ip 


Anlehnung an Meyerhof und Lohmann als ,,Gesamtphosphat“!) be. 
zeichnet ist®?), muB der Summe der beiden anderen Bestimmungen ent- 


sprechen, 
enger Grenzen_ iiberein. ‘ 
Kontrollversuche, aus denen sowohl die Ubereinstimmung der kolorimetrisch 
mit den gravimetrisch gefundenen Werten, wie auch diejenige der bei der 
gravimetrischen Bestimmung direkt und als Summe der Kinzelfraktionen 


und tatsichlich stimmen die gefundenen Werte meist innerhalh 
Die in Tab. 12 niedergelegten 4 Versuche sind 


] 


ermittelten Gesamtphosphatwerte hervorgeht. 


Tabelle 12. 


Vergleich der gravimetrischen und der colorimetrischen 
Phosphokreatinbestimmung. 

















1 > | @ | 4 5 » | 3 
» Wahre® anorgan. Phosphokreatin- 
: . > " Gesamtphosphat 
Phosphorsiiure Phosphorsiure 
| lori | tied gravimetrisch = 
avi- olori- rravi- colori- ' color: 
_ waicial ; aa | a direkt aus - 
trise metrisch | metrisch | metriseh : | metrisel: 
metrisch t bestimmt | 143 | 
os = —— = rrr — 
64 62 98 95 162 | 165 | 157 
r ' . - si 
69 10 92 | 9% 161 | «168 =| 165 
80 | B88 72 | 15 12 | «52s| S88 
86 ai 91 | 88 177 181 175 
= , , , un 
In einer Reihe von Versuchen wurden auBer Bestimmungen der an 
; oa e = i Vi 
organischen und der Phosphokreatinphosphorsiure in Parallelansitzen, 4! M 
un 
D s1e 


1) Das ,,Gesamtphosphat“ darf nicht mit der ,,gesamten léslichen 


Phosphorsiiure’ verwechselt werden. 
*) Meyerhof und Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 196, 8. 26 (1925). 
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in iblicher Weise nach Schenck gefallt waren, Milchsiiurebestimmungen 
ausgefibrt. Die Einzelheiten der Milchsiurebestimmung sind kiirzlich an 
anderer Stelle beschrieben.') 

Ergebnisse. 


In Versuch 13, der in seiner Anlage mit den zuerst be- 
sprochenen Versuchen des vorangehenden Abschnittes tibereinstim mt, 
wurde die getrennte Bestimmung der anorganischen und der 
Phosphokreatinphosphorsiure durchgefiihrt. Bei Verfolgung des 
Gesamtphosphats ergibt sich das gewohnte Bild. Die Wheder- 
zunahme nach Durchschreitung des Minimums erfolgt in diesem 
Versuche allerdings sehr langsam, so daB selbst nach 5-stiindiger 
Versuchsdauer der Gehalt an ,Gesamtphosphat* noch erheblich 


Tabelle 13. 
Versuch 13 (Protokoll Nr. 41) 19. 9. 27. 
Versuchstemperatur 10°. py; im nativen PreBsaft: 6,3, im Zusatzversuch: 7,2. 
Konzentration der Zusitze: 2°/, Natriumbicarbonat, m/100-Adenylsiure. 


H,PO, in mg-°/,. 








: Phospho- 
norgemaneme | kreatin- G;esamtphosphat 
Versuchszeit Phosphorsiure 
in Minuten selina ais 
A-Wert 

300 | 64 364 
1 208 7 915 
2 155 7 162 
3 156 8 164 
4 114 63 177 
5 109 75 184 
10 85 120 205 
20 83 150 233 
40 89 149 238 
80 $5 162 | 250 
160 82 180 262 
320 92 187 279 





unter dem A-Wert liegt. Die Phosphokreatinphosphorsiure fallt 
von einem A-Wert von 64 mg-°/, nach 1 Minute aut 7 mg-°/, ab 
und halt sich 3 Minuten auf diesem Wert. Nach 4 Minuten ist 


sie wieder auf den A-Wert angestiegen, und bis zur lingsten 


') Lehnartz, D. Zs. Bd. 179, S. 1 (1928). 
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dauernd zu. 
10 Minuten von 300 auf 85 mg-” 
ende aul dieser Hohe. 


Fig. 2 


nochmals in 
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untersuchten Versuchszeit von 320 Minuten nimmt ihre Synthese 


Die anorganische Phosphorsiure sinkt in den ersten 


, ab und bleibt bis zum Versuchs- 


Das Ergebnis dieses Versuches liBt sich kurz dahin zu- 


sammentassen, daB es bereits nach kurz dauernder Exposition des 
PrebBsattes bei schwach alkalischer Reaktion zu einer erheblichen 
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Veriinderungen in Gesamtphosphat und Phosphokreatinphosphat hei Zusatz von 
Adenosinphosphorsiure. 


Zunahme des Phosphokreatins kommt. Wegen der grundlegenden 
Bedeutung dieses Versuches sind die Veriinderungen des Phospho- 
kreatins und des ,.Gesamtphosphats“ gegeniiber dem A-Wert 


Kic. 2 dargestellt. Aus dieser Darstellung ersielit 


deutlich, daB einem Minimum an Phosphokreatinphosphor- 


siiure ein Maximum desjenigen Anteils der Phosphorsiure entspricht. 
der nicht als Gesamtphosphat bestimmbar ist. Im weiteren Verlau 
entspricht einem Anstieg des Phosphokreatins eine Abnahme dieser 
anderen Fraktion: es konkurriert also mit der unter der Kinwirkun2 
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der Adenylsiure beobachteten synthetischen Beseitigung der 
Phosphorsiure eine Synthese von Phosphokreatin. 

Die hiermit gefundene ionale Beeintlussung des Phospho- 
kreatinwechsels konnte dabei sowohl auf das Jon der Adenylsiiure, 
ebenso gut aber auch auf die Verschiebung der H-lonen-Konzen- 
tration nach der alkalischen Seite zuriickzufiihren sein. 

Die Tatsache der fermentativen Phosphokreatinsynthese 
wurde ibrigens bereits im Sept. 1927 aut der 10. Tagung der 
Deutschen Physiologischen Gesellschatt in Frankfurt vorgetragen 
und an der Hand der in der Fig. 3 wiedergegebenen Darstellung 


mg %/, HPO, 


« Phosphokreatin-H,V0, 


| 
ls 
I 


«Abnahme des Gesamtphosphats 
gegen den A-Wert 


\ 
i 


, 





2 10 30 60 Min. 


Fig. 3. Verinderungen in Gesamtphosphat und Phosphokreatin-Phosphat bei Zusatz von 
Adenylsdure, 


erliutert.!) Meyerhof und Lohmann haben meinen Betund 
jer fermentativen Phosphokreatinsynthese unter Verwendung von 
Muskelextrakten in einer spiteren Arbeit bestitigt.’) 

Zur Entscheidung der Frage, ob die Phosphokreatinsynthese 
auf das Adenylsiureion oder auf die Verminderung der H-Ionen- 
Konzentration zuriickgefiihrt werden miisse, wurden Zusatz von 
\atriumbicarbonat sowie von Natriumbicarbonat und Adenylsiiure 
iiteinander verglichen. Versuch 14, der nur ein Beispiel aus 
vahlreichen gleichartig verlaufenen Versuchen wiedergibt, labt 


') Referat s. Rona Ber. Bd. 42, 8. 561. 
*) Meyerhof und Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 196, 5S. 22 (1928). 
Jedoch erkennt Meyerhof in einer Arbeit von Nachmannsohn | Biochem. 


43. Bd. 208, S. 236 (1929), Anmerkung auf S. 242] unsere Prioritiit an. 
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erkennen, daB die Phosphokreatinsynthese wohl in erster Linie 
auf die Alkalisierung zu beziehen ist. Durch den Zusatz yon 
jxicarbonat wird der p,, des Prebsaftes auf 7,7 gebracht, und be: 
dieser Reaktion steigt innerhalb einer Minute das Phosphokreatin- 
phosphat von 21 auf 99 mg-°/, an, nach 30 und 90 Minuten ist 
eine weitere Steigerung auf 126 bzw. 148 zu verzeichnen. Kom. 
bination der Alkaliwirkung mit Adenylsiiure hat im Gegensatz 
hierzu ebenso wie im vorigen Versuch zunichst einen Abfall des 
Phosphokreatins zur Folge, dem sekundir seine relativ langsame : 
Zunahme folgt. Das Gesamtphosphat steigt im Bicarbonatansatz 
wihrend der ganzen Versuchsdauer an, bei Zusatz von Adeny!- 
siure wird dagegen wieder nach 1 Minute ein Minimum erreiclit. 


Tabelle 14. 
Versuch 14. (Protokoll Nr. 42) 22. 9. 27. 


Versuchstemperatur 14°. p,,; im nativen PreBsaft: 6,8, im Zusatzversuch: 7, 
Konzentration der Zusiitze: 2°/, Natriumbicarbonat, m/100-Adenylsiure 
H,PO, in mg-°/,. 





Gesamtphosphat Phosphokreatinphosphorsiiure 
A-Wert: 446 21 
—_— Bicarbonat Zusatz von Bicarbonat uni 
Zusatz von Biearbona Adenybinee 
Versuchszeit ! 
in Minuten . Phospho- |  Phospho 
oa |  kreatin- | kreatin- 
pe | phosphors. ini oman | phosphors. 
1 478 | 99 354 | 8 r 
30 502 | 126 380 | 49 ; 
90 528 | 148 399 | $3 | 








Aus diesem Versuch geht hervor, daB die Phosphokreatin- 
synthese schon durch einen Zusatz von Natriumbicarbonat ve! 


anlaBt wird. Mdéglicherweise handelt es sich hierbei aber micht # \ 
um eine unmittelbare Folge der Erniederung der H-Jonenkonzev- 5 
tration, sondern um die Aktivierung anderer Jonen durch de | Pp 
Alkalizusatz. 


Die Phosphokreatinsynthese wurde bei Temperaturen zwische: 
10 und 45° ausnahmslos beobachtet. Bei niederer Versuch:- 
temperatur lag dabei das Maximum meist bei einer Versuchsdau« 
von 2 Stunden, bei den hiéheren Temperaturen wurde es be! der 
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Lie verschiedenen PreBsiiften zu verschiedenen Zeiten erreicht, so 
on 7, B. bei 45° in einzelnen Fallen bereits nach 10 Minuten, nach 
ej | Stunde war dann oit schon eine Aufspaltung des gesamten 
n- Phosphokreatins erfolgt. Meist war jedoch auch nach sehr lange 
ist fortgesetzter Exposition auch bei Temperaturen von 45° noch ein 
n- Rest von Phosphokreatin vorhanden. In Versuch 15 wurde das 
tz Maximum an Phosphokreatinphosphorsiiure mit 265 mg-°/, nach 
es [— 3) Minuten beobachtet, doch tand sich auch bei 4-stiindiger Ex- 
ne | position noch ein Rest von 45 mg-°/,. Ks mag erwihnt werden, 
tz [ dab Eggleton bei Exposition von Froschmuskelbrei bei alka- 
| - lischer Reaktion und héherer Temperatur stets eine vollstindige 
at (—  Aufspaltung des Phosphokreatins feststellte. ') 


Tabelle 15. 

Versuch 15. (Protokoll Nr. 85) 16. 8. 28. 
Versuchstemperatur 42°. Zusatz: 2°/, Natriumbicarbonat. 
Phosphokreatin-H,PO, in mg-°/,. 

A-Wert: 75. 





Versuchszeit Zusatz 
in Minuten von Bicarbonat 
15 241 
30 265 
60 209 
120 168 
240 45 





Da die Phospbokreatinsynthese anscheinend durch Alkali- 
sierung wesentlich geférdert werden kann, wurde in einem p,- 
bereich von etwa 5,6—10,5 in einer Reihe von Versuchen die 
optimale Reaktion fiir diese Synthese aufgesucht. Dab die Syn- 
these tatsiichlich von der H-Jonen-Konzentration und nicht von 
der Natur der zugesetzten Ionen abhiingt, geht daraus hervor, 
dab bei Kinstellung des p, durch die verschiedensten Zusiitze — 
Natriumbicarbonat, Natronlauge, Phosphat — stets das gleiche 
Ergebnis erhalten wird. Es fand sich, daB auch bei relativ sauren 
Reaktionen (bis zu 5,6) eine beschriinkte Phosphokreatinsynthese 
moglich ist; Steigerung des p,, hat zuniichst eine langsame, von 
elem p,, von 6,4 ab eine sehr erhebliche Zunahme der Synthese 
zur Folge. Kine weitere deutliche Steigerung erfolgt zwischen 





‘ 


') Eggleton u. Eggleton, Jl. of Physiol. Bd, 65, S. 15 (1928). 
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p,, ©9 und 8,0, wihrend Erhéhung des p,, tiber 8,5 die Phospho- 
kreatinsynthese stark vermindert. 

Ks soll fiir dies Verhalten nur ein Versuchsbeispiel gegeber 
werden. In Versuch 16 wurde die Reaktion des nativen Preg- 
saftes von 5,82 durch abgestufte Natronlaugezusitze in ver- 
schiedenen PreBsaftportionen auf die in der Tabelle 16 angegebenen 
p,- Werte gebracht. Die hoéchsten Phosphokreatinwerte finden 
sich bei p,, 8,04 und 8,51. Bei einem p,, von 11,00 findet iiber- 
haupt kein Phosphokreatinaufbau statt. In weiteren Versuchen 
lieb sich zeigen, daB auch bei einer Erhéhung des p,, auf 10,! 
das Maximum der Phosphokreatinsynthese bereits tiberschritten 
ist. Dies steht in einem gewissen Gegensatz zu den Beobachtungen 
von Meyerhof und Lohmann, nach denen die Phosphokreatin- 
synthese im Muskelextrakt bei p, 9,5 und 10,0 maximal ist.’ 
Der Unterschied mag auf die verschiedenen Bedingungen des 
Muskelextraktes und des Muskelprebsaftes zuriickzufiihren sein. 


Tabelle 16. 

Versuch 16. (Protokoll Nr. 95) 30. 10. 28. 
Versuchstemperatur 15°. Versuchsdauer 30 Minuten. Zusatz: m/175-Adeny! 
siiure sowie NaOH in verschiedenen Konzentrationen. 
Phosphokreatin—H,PO, in mg-°/,. 

A-Wert: 62. 

















Pr Pu 

5,82 80 7.09 229 
6,41 200 8,04 314 
6,72 206 8.51 315 
6,75 205 11,00 60 


Wie die beiden letztbesprochenen Versuche zeigen, kann die 
Phosphokreatinsynthese recht erheblichen Umfang annehmen. Es 
lag daher nahe zu versuchen, ob sie durch Zusatz von Phospha‘ 
und Kreatin noch weiterhin verstiirkt werden konnte. In allen 
Versuchen dieser Art bewirkte Phosphatzusatz eine Verstiirkung 
der Synthese, eine gleiche Wirkung des Kreatinzusatzes trat de- 
gegen nur manchmal auf, und meist war sie derjenigen eines qu! 
molaren Phosphatzusatzes unterlegen. Bei gleichzeitigem Zusat? 





1) A.a. O. S. 33. 
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yon Phosphat und Kreatin wurde der bei alleiniger Phosphatzugabe 
erreichte Wert gelegentlich etwas iibertroffen. 


Tabelle 17. 
Konzentration der Zusitze: 
2° NaHiCO,; 0,43°/, Phosphorsiiure als sek. K-Phosphat; 0,575°), Kreaiin. 


Phosphokreatin-H,PO, in mg-' 





— — | Bicarbonat 
. : . carbonat r1carbonat 
Versuchszeit Bicarbonat + Phosphat 
‘ . ks 
+ Phosphat +- Kreatin x2 
+- Kreatin 


Versuch 17. (Protokoil Nr. 52) 2.2.28. ‘Temperatur 30°. 
A-Wert: 586. 


Pr 7,70 | 7,61 7,63 | 1.70 
15 Min. 286 | 367 323 390 
Oo « 215 267 244 300 

120, 118 | 153 152 14 


Versuch 18. (Protokoll Nr. 53) 8.2.28. T’emperatur 13,5”. 
A-Wert: 85. 








Dit 7,59 | 7,64 7,59 7,61 
1 Stde. 139 225 140 264 
2 Stdn. 154 272 160 272 
 » 216 340 244 328 


Das eben Gesagte wird durch die in Tab. 17 wiedergegebenen 
Versuche erliutert. Der erste Versuch wurde bei 30° und Ver- 
suchszeiten von 15, 60 und 120 Minuten angestellt, der zweite 
del 13,5° und Expositionen von 1, 2 und 3 Stunden. Die Zu- 
sitze waren in beiden Fiillen die gleichen. In Versuch 17 wird 
sowohl durch Phosphat- wie durch Kreatinzusatz die Phospho- 
kreatinsynthese verstiirkt, doch ist nach 15 und 60 Minuten die 
Wirkung des Phosphatzusatzes der des Kreatinzusatzes iiberlegen. 
uach 120 Minuten sind bei beiden Zusitzen die Phosphokreatin. 
werte gleich. Kombination von Phosphat und Kreatin fiihrt zu 
allen untersuchten Zeiten eine Verstiirkung der Wirkung der 
Kiuzelzusiittze herbei. In Versuch 18 wird nur durch den 
Phosphatzusatz eine wesentliche Verstirkung der Phosphokreatin- 
‘ynthese bewirkt, wihrend Kreatinzusatz nur nach 3 Stunden 
‘einem geringen Mehrgehalt an Phosphokreatin gegeniiber 
‘nm Bicarbonatansatz fiihrt. Bei Kombination von Kreatin mit 
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Phosphat wird der bei Phosphatzusatz erreichte Wert nur nach 
einer Stunde um ein geringes iiberschritten. 

Es schien erwiinscht, den Nachweis der Synthese des Phos. 
phatkreatins auBer durch Bestimmung der bei saurer Reaktioy 
leicht abspaltbaren Phosphorsiiure auch noch durch Bestimmung 
des Kreatingehaltes zu erbringen. MHierbei gingen wir aus yon 
der Beobachtung von Fiske und Subbarow, nach der nur das 
an Phosphorsiure gebundene Kreatin mit Kupfer—Alkali fiallbar 
ist, nicht dagegen das freie Kreatin.’) 

Kin méglichst groBer Anteil des Trichloressigsiiurefiltrates wird in 
Zentrifugengliser abgemessen, mit NaOH neutralisiert und dann mit Kupfer- 
sulfat und wenig heib gesiittigter Barytlauge ausgefillt. Der Kupfer-Baryt- 
niederschlag wird abzentrifugiert und der Riickstand mit Schwefelsiiur 
zerlezt. Das Bariumsulfat wird durch Zentrifugieren abgetrennt und noch 
minehrere Male auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen. Die Abgiisse 
werden vereinigt und mit Schwefelwasserstoff entkupfert. Der Sulfidnieder- 
schlag wird griindlich gewaschen und das von Schwefelwasserstoff befreite, 
mit den Waschwiissern vereinigte Filtrat in Anlehnung an die Vorschirift 
Palladins*) zur Uberfiihrung des Kreatins in Kreatinin mit 4 cem ge- 
sittigter Pikrinsiure unter allmihlichem Eindampfenlassen auf etwa 10 cc 
2 Stunden im Sandbad gekocht. Dann wird in 50 cem Mebkélbchen iiber- 
fiihrt, mit 4cem 10°/,iger NaOH versetzt, bis zur Marke aufgefiillt und 
im Colorimeter mit einer Kreatininstandardlésung verglichen. 


Tabelle 18. 
Versuch 19. (Protokoll Nr. 37) 14. 9. 29. 
Versuchstemperatur 15°. Zusatz: m/100-Adenylsiiure + 1°/, Natriumbicarbonat 
Piosphokreatin-H,PO, in mg°/,; Kreatinin in mg °/. 








Phosphokreatin- , _ Mol Kreatinin 
Kreatinin 
H,;PO, Mol Phkr.-H,?0, 
A-Wert: 77 | 93 0,96 
Zusatz von Adenylsiiure-Bicarbonat. 
30 Sek. 38 48 0,91 
30 Min. 236 298 0,91 


Das Ergebnis der Kreatinin- und jenes der Phosphokreatin- 
phosphorsiiurebestimmungen des Versuches 19 ist in ‘Tab. 15 
wiedergegeben, ferner ist das molare Verhiltnis Kreatinin: Pho» 
phorsiure berechnet. Es ergibt sich zu 0,96 bzw. 0,91. Dab 
nicht der Wert 1 erhalten wird, liegt wohl an geringen Verluste.. 
die bei der Aufarbeitung der Kreatinbestimmungen unvermeid: 
lich sind. 


') Science 1927, Heft 1686, S. 401. 
*) Palladin u. Kudrjawzeff, Biochem. Zs. Bd. 133, 8. 89 (192 
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ach if Die Synthese von Kreatinphosphorsiiure lie’ sich aber auch 
noch auf einem anderen Wege bestitigen. Embden und Mar- 
carete Lehnartz gelang es nimlich in noch nicht ausfiihrlich 


0s- 
re yeroffentlichten Untersuchungen aus PreBsaft, der in gleicher 
ung Weise, wie es in dieser Mitteilung beschrieben ist, mit Bicarbonat 
von und Phosphat exponiert war, die krystallisierten Brucin- und 
das Bariumsalze des Phosphokreatins in groBben Mengen zu isolieren,’) 
bar Der Tatsache der fermentative: Phosphokreatinsynthese im 

| PreBsaft muB in Hinblick darauf die gréBte Bedeutung zu- 
lin [Ee geschrieben werden, daB nach den Ergebnissen verschiedener 
ifer- Autoren im unmittelbaren AnschluB an die Spaltung des Phospho- 
ryt kreatins bei der Kontraktion des Muskels seine Resynthese erfolgt.?) 
war Nach den Untersuchungen von Meyerhof und Surany1?) 
os sowie denjenigen von Meyerhof und Lohmann’) ist die Spaltung 
der- des Phosphokreatins in Phosphorsiiure und Kreatin mit der er- 
ite, # heblichen Wirmeténung von 110—120 cal pro g freigewordener 
nit HF phosphorsiiure verbunden. Demnach ist zum Aufbau von Phospho- 
sl kreatin ein ebenso groBer Energieaufwand erforderlich, und die 
ber- Frage nach der Quelle dieser Energie beansprucht erhdhtes 
und @#@% Interesse. Die einzigen energetisch in Betracht kommenden Vor- 


ginge, die fiir den Muskelstoffwechsel mit Sicherheit feststehen, 

sind die beim Abbau der Kohlehydrate auftretenden Spaltungs- 

und Oxydationswiirmen. Es laiBt sich leicht zeigen, dab die 
nat’ J Phosphokreatinsynthese unter anaeroben Bedingungen in gleichem 
Umfange verliuft wie in Gegenwart von Luft oder Sauerstoff. Da 
soiche anaerob durchgefihrten Versuche sich aber in ihrem Er- 
gebnis nicht von den aerob vorgenommenen unterscheiden, kann 
wohl auf die ausfiihrliche Wiedergabe eines Versuchsbeispiels ver- 
zichtet werden (siehe Versuch 55 der Tab. 19). Danach ist also 
eine Energielieferung aus oxydativen Prozessen mit Sicherheit 
ausgeschlossen, und als weitere bekannte Energiequelle kam nur 
| die anaerob verlaufende Spaltung von Kohlehydrat in Milchsiiure 
tin. ZZ in Frage. Nach Meyerhof ist im lebenden Muskel die Bildung 
1s #® von 1g Milchséure mit einer Gesamtwirmebildung von 350 cal 
os 9 verkniipft.5) Dabei entfallen auf die eigentliche Spaltung von Gly- 


es 





: ') Siehe Lehnartz, Klin. Wochenschr. Bd. 7, S. 1227 (1928). 
cl *) Goroaissky, Diese Zs. Bd, 175, S. 261 (1928); Nachmannsohn, 
ide ZR Biochem. Zs. Bd. 196, S. 73 (1928). 


*) Meyerhof u. Suranyi, a. a. O. Bd. 191, S. 106 (1927). 
‘) Meyerhof u. Lohmann, a.a. O. Bd. 196, 5. 49 (1928). 
Meyerhof, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. Bd. VIII, Teil 1, 


‘. 518 (1925). 
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kogen zu Milchsiiure nur 180 cal, wihrend die Autklarung de; 


Herkunft der restlichen 200 cal noch nicht als endgiiltig angesehey 
werden kann. Es JiBt sich also auch nicht mit Sicherheit ap. 
geben, welcher Anteil der mit dem Auftreten der Milchsiure yer. 
bundenen Wirmebildung als Energiequelle fiir die Phosphokreatip. 
synthese im PreBsaft zur Verfiigung stehen wiirde. 


Tabelle 19. 


Phosphokreatinsynthese und Milchsiiurebildung. 











5 Versuchs- | H,PO, zu 
ats Tempe- Phospho- | Milchsiiure 
Tos : Dauer ain oead . 
. .s Zusatz ratur fa kreatin gebildet 
eZee in ° an synthetisiert} jn me ° 
- ded 4 Inu en 1n mg ‘i 
48 Adeny lsiiure 
Bicarbonat. .. . 12 120 246 1000 
" i 
54 Phosphat -+ 
Bicarbonat. ... 17 60 234 86 
a5 Phosphat as i Anaerobiose 
Bicarbonat. .. . 25 35 801 162 
82 Dicarbonat .... 14 120 271 235 
83 Natronlauge ... 14 1 131 128 
95 | Natronlauge ... 15 60 213 191 
96 | Natronlauge -- 
a 15 45 270 16% 
95 Natronlauge + 
a 15 60 235 184 
97 Adenylsiiure ++ 
Natronlauge. .. 15 45 127 12 
98 Adenylsiiure + 
Natronlauge... 15 30 138 141 




















In einer groBen Reihe von PreBsiiften wurde der Umiang 
der Phosphokreatinsynthese mit dem der Milchsaurebildung ver- 
glichen. Die Ergebnisse sind in T'ab. 19 zusammengestellt. Wie 
man sieht wird oft eine Milchsiiurebildung beobachtet, die die tur 
die Phosphokreatinsynthese erforderliche Energie méglicherwei 
decken kinnte. In einigen dieser Versuche ist das aber ganz siclie! 
nicht der Fall, und gerade diese Versuche miissen, auch went 
sie in der Minderzahl sind, fiir die Beantwortung der gestellted 
Frage als besonders bedeutungsvoll angesehen werden. 





vs AD 
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der & Andere exotherme Prozesse, die zur Deckung des Energie- 
hen #— bedarfes herangezogen werden kénnten, sind uns bis jetzt jedoch 
an- Me yicht bekannt, so dab eine Entscheidung der oben aufgeworfenen 
ver- Frage vorliufig nicht gegeben werden kann. Auch Meyerhof 
tin- und Lohmann kommen zu diesem Ergebnis, wenn sie schreiben, 


wes lassen sich jedoch keine Anhaltspunkte dafiir finden, weder 
durch die Untersuchung des Chemismus, noch durch Wiirme- 
messungen, daB hier eine zweite Reaktion die Energie liefert oder 
jab ein endothermer Vorgang vorliegt. Insbesondere ist die 
Milchsiurebildung in der Zeit der Synthese im Extrakt zu gering.‘}) 
Wir kénnen uns jedoch der Hypothese nicht anschlieBen, die 


ire diese Autoren zur Lésung der Schwierigkeit aufstellen. Sie 
‘ ' schreiben niimlich, daB es daher moéglich erscheine, ,daB bei der 


Aulspaltung der Kreatinphosphorsiiure zuniichst ohne erhebliche 
[nergieinderung ein Zwischenprodukt entsteht, das sich nachher 
uuter Knergieabgabe in stabiles Kreatin und freie Phosphorsiiure 
umlagert, aber durch die chemische Untersuchung von diesen End- 
»rodukten nicht unterschieden werden kann. Dieses Zwischen- 
produkt wiirde dann zunichst bei der Spaltung gebildet und 
xdnnte bei der Alkalisierung wieder in Kreatinphosphorsiiure 
zuriickverwandelt werden. Wenn aber die Aufspaltung bis zu den 
Hudprodukten gefithrt haben wiirde, ..., wiirde die Riickver- 
wandlung nicht mehr gelingen.‘‘!) 

Irgendein anderer Anhaltspunkt fiir die EKxistenz eines der- 
utigen Zwischenproduktes als die Unmdglichkeit das thermo- 
(vynamische Verhalten zu erklaren, besteht jedoch nicht. Gegen 
diese Hypothese spricht vor allem, da die fermentative Phospho- 
kreatinsynthese einen solchen Umfang annehmen kann, dab ihre 
Erklirung durch Restabilisierung eines labilen Zwischenproduktes 
«is unméglich erscheinen muBb. In Tab. 20 sind im ganzen 
li Versuche wiedergegeben, die zu ganz verschiedenen Zeiten 
ind unter den verschiedensten Bedingungen in bezug auf Dauer, 


ing femperatur, Alkalisierung und andere Zusiitze vorgenommen 
er @@ wurden, In einem Teil dieser Versuche wurde auch Phosphat, 
Me elnigen Lactacidogen zugesetzt. Diese siimtlichen Versuche 


ceichnen sich dadurch aus, da in ihnen der Endwert der Phospho- 


ise @@ xreatinsyvnthese den Ausgangswert des Gesamtphosphats um ein 
ner 
nn ') A. a. O. S, 32. Nach einer nach Niederschrift dieser Arbeit er- 


sculenenen Verdéffentlichung scheint Meyerhof neuerdings nicht mehr 
‘tabilisierung und Labilisierung des Phosphokreatins anzunehmen [Naturw. 
Bd. 17, S. 286 (1929)). 
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erhebliches iiberschreitet. Nimmt man mit Meyerhof und Loh- 
mann an, daB das labile Zwischenprodukt sich chemisch nicht 
von den Spaltprodukten unterscheidet, so miibte die auf dies 
Zwischenprodukt entfallende Phosphorsiure im Gesamtphosphat 
und nicht in einer anderen bei der Bestimmung des Gesant. 
phosphats nicht ermittelten Phosphatfraktion enthalten sein. [je 
Phosphokreatinphosphorsiure kénnte also nie tiber den Betrag 
des im A-Versuch bestimmten Gesamtphosphats ansteigen. Der 
von uns beobachtete Anstieg des Phosphokreatinphosphats. iiber 
den A-Wert des Gesamtphosphats betriigt in den Versuchen der 
Tab. 20 im Durchschnitt tiber 100 mg-°/, und erreicht im Héchst- 
falle 187 mg-°/, bei einem A-Wert des Gesamtphosphats von 
106 mg-°/,.. Der Anstieg ist in einem Teil der Versuche durel: 
den Phosphatzusatz erklirt, in den tibrigen muB aber das zum 
Phosphokreatinaufbau verbrauchte Phosphat aus einer nicht als 
Gesamtphosphat bestimmten Fraktion stammen. Ks miissen also 
noch andere Phosphorsiurequellen, z. B. Lactacidogen und Pyro: 
phosphorsiiure, das Phosphat fiir die Phosphokreatinsynthese hiefer:, 


Tabelle 20. 


Vergleich der Phosphokreatinsynthese mit dem Gesamtphosphat 
im A-Versuch. 





Vennsiiatiiy. Phosphokreatin im Gesamtphosphat 
dun eosideiiia Syntheseversuch im A-Wert 
in mg-°/, H,PO, 
48 313 253 
D2 390 354 Phosphatzusatz 
56 460 274 - 
59 460 310 
62 438 361 ” 
65 348 271 rm 
66 363 334 
67 317 214 7 
72 290 114 Lactacidogenzusat’ 
73 386 2389 
SO 305 192 
84 332 231 
86 318 209 
87 293 106 
98 315 182 
254 




















Aufbau und Abbau von Tiitigkeitssubstanzen des Muskels. 33 


oh- Wir méchten daher meinen, daB die von Meyerhof und 
icht Lohmann gegebene Erklirung mit den hier veréffentlichten Tat- 
dies sachen nicht in EKinklang zu bringen ist, und daB es sich bei der 
dhiat heobachteten Vermehrung des Phosphokreatins nicht um eine 
mit. Stabilisierung, sondern um eine echte Synthese von Phospho- 
Die kreatin handelt, wenn auch die Herkunft der Energie fiir diese 
trag Synthese zur Zeit noch nicht erklirt werden kann. 

Der Die bisher geschilderten Versuche iiber die Phosphokreatin- 
iber synthese wurden ausschlieBlich am PrefSsaft vorgenommen. In 
der — einer weiteren Versuchsreihe wurde untersucht, ob diese Synthese 
hst- auch im Muskelbrei erfolgt. Dies ist in der Tat der Fall, jedoch 
von selten im gleichen Umfange wie im Prefsaft; um eine nennens- 
irch §& werte Synthese zu erzielen, miissen die Versuchsbedingungen gegen- 
zum iber den PreBsaftversuchen etwas modifiziert werden. 

als Die Breiversuche wurden ebenfalls am Kaninchenmuskel, und 
also 7B zwar um stets gleichartiges Material zu haben, am M. biceps 
yro. J femoris angestellt. Es wurde von vornherein darauf verzichtet, 
fern, ebenso wie in den PreBsaftversuchen auch in den Breiversuchen 


die optimalen Bedingungen fir die Synthese zu ermitteln, sondern 
lediglich nach Voraussetzungen gesucht, unter denen mit Sicher- 
heit eine langere Zeit anhaltende Steigerung des Phosphokreatin- 
sehaltes stattfindet. Die Pufferung mit Natriumbicarbonat erwies 
— @ sich als ungeeignet, weil die zunachst eintretende Synthese schon 

nach relativ kurzer Zeit einer erheblichen Aufspaltung des Phospho- 

kreatins Platz macht. Bei Pufferung mit Natriumacetat wird 

ebenfalls eine Phosphokreatinsynthese gefunden, doch auch sie 

‘ibt nach langeren Versuchszeiten merklich nach, wenn nicht fiir 
™ eine ausreichende Menge von Suspensionsfliissigkeit gesorgt wird. 
In den Versuchen, in denen das oben beschriebene Verhalten des 
Phosphokreatins gefunden wurde, exponierten wir 1 g Muskelbrei 
in 4 ccm Fliissigkeit. Der Grund fir den baldigen Abfall des 
Yhosphokreatins liegt wohl darin, daB die Pufferkapazitit der 
jugesetzten Acetatlésung nicht ausreicht, um eine konstante, opti- 
wale Reaktion zu sichern. Setzt man nimlich gleichzeitig mit 
“i der Phosphokreatinbestimmung dienencen Ansiitzen Parallel- 
‘stinmungen an, filtriert nach Ablauf der Expositionszeit die 
/usatztliissigkeiten ab und miBt in ihnen den p,,, so findet man 
“ich lingerer Exposition stets eine nicht unbetrichtliche Siuerung. 
-eshalb wurde das Volumen der Zusatzfliissigkeit verdoppelt, und 
tsichlich trat bei diesem Vorgehen bei Acetatpufferung entweder 
‘ar kein oder nur ein geringes Absinken der Phosphokreatinwerte 
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sowie des p,, in der Zusatzfliissigkeit ein, wahrend bei Pufferung 
mit Bicarbonat das Phosphokreatin auch in dieser Versuch. 
anordnung nach Erreichung eines Maximums sehr rasch wieder 
abnahm. Die Phosphokreatinsynthese konnte noch umfingliche; 
gestaltet werden, wenn die Alkalitit der Zusatzfliissigkeit durch 
NaOQH-Zugabe gesteigert wurde. 

In Versuch 20 der Tab. 21 ist die Pufferung durch Acetat 
mit der durch Bicarbonat verglichen und zwar sowohl in wiBriger 
Lisung wie in n/10-Natronlauge. Die Tabelle zeigt, daB die 
giinstigste Kombination die von 3,2°/, Acetat mit n/10-Natron- 
lauge bei einer Versuchsdauer von 2 Stunden ist. Mehrere andere 
Versuche hatten das gleiche Ergebnis. Die Phosphokreatinsynthese 
ist also nicht nur im PreBsaft, sondern auch im Muskelbrei 
moglich und kann unter geeigneten Versuchsbedingungen leicht 
nachgewiesen werden. Es koénnte auffallen, daB die optimale 
teaktion bei den PreBsaftversuchen und den Breiversuchen eine 
so verschiedene ist, doch ist sicher der in der AuBentliissigkeit 
gemessene p,, kein ausreichender Anhaltspunkt fiir die im Innem 
des Muskels herrschende Reaktion. 


Tabelle 21. 


Versuch 20. (Protokoll Nr. 77) 11. 6. 28. 
Versuchstemperatur 15° Konzentration der Zusiitze: 3,2°/, Natriumacetit. 
3H,O; 2°/, Natriumbicarbonat; 0,25°/) K,HPO,. 


Phosphokreatin-H,PO, in mg-°/. 
A-Wert: 96. 











. Versuchsdauer 
Zusatz Pir 
20 Minuten 120 Minuten 
Acetat + Phosphat . . 7,40 99 196 
Bicarbonat + Phosphat . 7,80 195 | 143 
Acetat in n/10-NaOH + | 
Phosphat. .. + « 12,20 175 213 
Bicarbonat in n/10- 
NaOH + Phosphat . 12,20 176 159 


8. Die Natur des unter der Wirkung des Adenylsaureions ¢0 
stehenden Syntheseprodukts. 


In den vorhergehenden Abschnitten ist gezeigt worden, \- 


es unter der Wirkung des Adenylsiiureions zu einem Verschwin¢e! 
yon anorganischer Phosphorsiiure kommt und daB die bei lange! 
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ing Versuchsdauer erfolgende Zunahme des Gesamtphosphats mit der 
hs- Synthese einer zweiten phosphorsiiurehaltigen Substanz, des 
der Phosphokreatins, einhergeht. 
her Im vorliegenden Abschnitt soll die Frage nach der Natur 
rch der unter der Adenylsiurewirkung synthetisierten Substanz er- 
irtert werden. 
tat Moglicherweise lieBen sich aus dem Vergleich der durch die 
ger Adenylsiiure beeinfluBten Synthese mit anderen zum Verschwinden 
die yon anorganischer Phosphorsiure fiithrenden Vorgiingen Anhalts- 
on- punkte fiir die Natur des Syntheseproduktes gewinnen. Der be- 
ere kannteste dieser Prozesse ist, wie bereits erwihnt, die Hexose- 
ese diphosphorsaéuresynthese unter der EKinwirkung des Fluorions. 
prei (— Es wurde zwar schon darauf hingewiesen, daB im allgemeinen die 
cht durch Fluorid zum Verschwinden gebrachte Phosphorsiiuremenge 
ale @ viel gréBer ist als die unter der Wirkung des Adenylsiiureions 
2ine synthetisierte. Doch ist oben gezeigt, daB diese Differenz durch 
keit Steiverung der Adenylsiiurekonzentration weitgehend ausgeglichen 
ern —% werden kann. 


Auf einen Unterschied der beiden erwihnten Prozesse wurde 
bereits hingewiesen. Er _ betrifft den zeitlichen Verlauf. Die 
synthetische Wirkung des Fluorions hat ein zeitliches Maximum 
nach einer Reihe von Stunden, und auch bei lingerer Versuchs- 

ett. dauer wird nur ein geringer Wiederanstieg der anorganischen 
Phosphorsiiure beobachtet. Anders die Adenylsiurewirkung: Bei 
»ptimaler H-Ionenkonzentration folgt einem rapiden Abfall der 
Puosphorsiiure — bei Temperaturen von 12—16° ist das Minimum 
uach 1 Minute, bei 18—20° sogar schon nach 15 Sek. erreicht — 
ir allmihlicher Wiederanstieg. Diese im Wesen verschiedene 
“irkung der beiden Ionen zeigt sich am deutlichsten, wenn man 
© — wie in Versuch 21 — gleichzeitig an demselben Prebsaft 
| verfolgt. AuBer Versuchsreihen mit Zusatz von Adenylsiiure + 
| Sicarbonat sowie Natriumfluorid -+ Bicarbonat + Glykogen ist zum 
Vergleich eine dritte Reibe mit alleinigem Bicarbonatzusatz durch- 
} cetihrt. Bei Bicarbonat- und Adenylsiiurezusatz ergeben sich 
seine Abweichungen gegentiber dem gewobnten Verhalten. Unter 
er Adenylsiurewirkung wird das Minimum der Phosphorsiure 


en 


ent: : 1 c 1 > . a ° re ° 

wach 30 Sek. gefunden; es folgt ihr allmihlicher Wiederanstieg. 
. | “uorid dagegen zeigt wihrend der ganzen Versuchsdauer eine 
_ ‘ugsam fortschreitende Abnahme der Phosphorsiiure; diese ist 
De *coch in 15 Minuten noch nicht auf den Wert abgesunken, der 
rey 





va Adenylsiiurezusatz in 30 Sek. erreicht wird. Die Synthese ist 
3” 
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aber nach zahlreichen friiheren Erfahrungen zu diesem Zeitpunkt 


noch in starkem Fortschreiten begriffen. 


Tabelle 22. 


Versuch 21. (Protokoll Nr. 7) 19. 1. 27. 


Versuchstemperatur 17% Konzentration der Zusiitze: m/100-Adenylsiiure, 


m/10 Natriumfluorid, 2°/, Natriumbicarbonat, 0,4°/, Glykogen. 
H,PO, in mg-°/. 


A-Wert: 386. 











| Zusatz von 
iia | Bicarbonat + | |. 
anaes Bicarbonat | Fluorid + | Bicarbonat * 

| : | Adenylsiure 
| Glykogen | 

15 Sek. 326 | 321 | 274 

30 ,, 348 | 300 | 244 

60 ,, 380 | 295 269 

3 Min. 408 | 281 290 

. 421 | 280 288 

i‘ « 436 | 273 293 








Dieser Verlauf lieB vermuten, daB bei diesen beiden zun 
Verschwinden von Phosphorsiaure fiihrenden Prozessen das Synthese- 
produkt nicht das gleiche ist. Der Beweis fiir die Richtigkeit 
dieser Vermutung konnte leicht erbracht werden. 

Bei der Osazonbildung aus Hexosediphosphorsiure wird be- 
kanntlich aus jedem Molekiil Hexosediphosphorsiure ein Molekii 
anorganische Phosphorsiure frei, wihrend die Osazonbildung aus 
Hexosemonophosphorsiiure ohne Abspaltung von Phosphorsiure 
verliuft. Durch Verfolgung der Phosphorsaureabspaltung bei de: 
Osazonbildung kann also die Synthese von Hexosediphosphorsaur: 
bewiesen oder ausgeschlossen werden. 

50 cem PreBsaft wurden mit 50 cem m/100 Adenylsiiure und 2°), Natriur 
bicarbonat eine Minute bei 11° exponiert und dann mit 100 cem 4° jis! 
HCl und 50 cem 5 °,iger HgCl,-Liésung unter Zugabe von 100 cem Wass" 


Kupfer mit Schwefelwasserstoff beseitigt. Dann wurde mit Baryt “ 
Schwefelsiiure und nach Abtrennung vom Bariumsulfat die Phosphorsi 
durch die gerade ausreichende Menge Baryt entfernt. Das Filtrat wer 
mit Schwefelsiure vom Baryt befreit und mit Bleiessig ausgefiillt, der |. 

niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat im Vaku 
auf ungefihr 10 cem eingeengt. Es wurde im Reagenzglas mit 0,7 g Phe»): 











unkt 


dure, 


bbaal 
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hydrazinchlorhydrat und so viel Natriumacetat versetzt, dab Kongopapier 
nicht mehr gebjiiut wurde. Nach 40 Minuten dauerndem Erwiirmen im 
Wasserbad von 70° lift man langsam abkiihlen. Die Fliissigkeit hat sich 
zwar sehr stark gelb gefirbt, doch kommt es auch bei liingerem Stehen in 
der Kilte nicht zum Ausfallen eines krystallisierten Osazons. Die Flissig- 
keit wird nunmehr filtriert und das Filtrat mit Magnesiamixtur und 
Ammoniak versetzt. Nach lingerem Stehen bildet sich ein flockiger Nieder- 
schlag, der abfiltriert, in 5 °/,iger HNO, gelést und nach Neutralisation mit 
Ammoniak wieder mit Magnesiamixtur und Ammoniak versetzt wird. Diese 
Umfillung wird noch zweimal wiederholt. Eine in der Auflésung des 
letzten Magnesianiederschlages vorgenommene Phosphorsiiurereaktion iit 
Strychninnitrat-Molybdat hat ein negatives Resultat, wihrend nach Ver- 
aschung der Osazonlésung eine maximale Phosphorsiurereaktion auftritt. 
DaB es in diesem und auch in mehreren anderen Versuchen nicht zum Aus- 
fallen eines krystallisierten Osazons kam, fiihrten wir zuniichst darauf zuriick, 
daB in allen diesen Versuchen das Verschwinden von Phosphorsiiure nicht 
sehr erheblich war, doch wird die wahre Ursache fiir dieses Verhalten erst 
unten besprochen werden. 

Das Verschwinden von Phosphorsiure unter der Adenyl- 
siurewirkung kann nach Ausfall dieses Versuches nicht auf einer 
Synthese von Hexosediphosphorsiiure beruhen. Da zu der Zeit, 
zu der dieser Befund erhoben wurde, aufer der Adenosinphos- 
phorsiure nur das Lactacidogen als siiurestabiler phosphorhaltiger 
Baustein des Muskels bekannt war, wurde zunichst der auch an 
anderer Stelle veréffentlichte!) SchluB gezogen, daB das Synthese- 
produkt wahrscheinlich Lactacidogen sein miisse. 

In diesem Stadium unserer Versuche erschien eine kurze 
Mittelung Lohmanns?®), die es notwendig machte, die aufgeworfene 
Frage mit anderer Methodik erneut einer Priifung zu unterziehen. 
Nach Lohmann besteht niimlich diejenige Phosphatfraktion im 
Muskel, die bisher als Lactacidogenphosphorsiure angesehen wurde, 
in Wirklichkeit aus zwei Fraktionen, von denen die erste und 
kleinere Lactacidogen, die zweite dagegen eine bisher als Bau- 
stein des Muskels unbekannte Substanz, die Pyrophosphorsiure 
ist. Beide Substanzen verhalten sich insofern gleichartig, als sie 
bel dem von Embden angegebenen Verfahren der Lactacidogen- 
bestimmung durch Exposition mit 2°/, Natriumbicarbonat bei 
40” gespalten werden. 

_ Auf Grund der Entdeckung der Pyrophosphorsiure ergibt 
ith die Notwendigkeit, alle Verinderungen im Phosphatgehalt 
des Muskels und des PreBsaftes, die bisher auf den Lactacidogen- 


—_—,... 


ee 
—_ 


‘) Klin. Wochenschr. Bd. 7, S. 1225 (1928). 
‘) Lohmann, Naturwissensch, Bd. 16, 8. 298 (1928). 
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wechsel bezogen worden sind, mit fiir diese Substanz oder {ii 
Pyrophosphorsiiure spezifischen Methoden einer Nachuntersuchun:z 


zu unterziehen. 
Tabelle 23. 


Versuch 22. (Protokoll Nr. 81) 31. 7. 28. 


Versuchstemperatur 18°. Konzentration der Zusitze: m/100-Adenylsiure, 


2°/, Natriumbicarbonat. 


Gesamtphosphat und Lactacidogen in mg-*°/, H,P?Q,. 








Gesamtphosphat Lactacidogen 
A-Wert: 245 132 
Zusatz von 
Bicarbonat + 
Versuchszeit Adenylsiiure Bicarbonat 
in Min. Gesamt- | Lacta- Gesamt- | Lacta- 
phosphat cidogen phosphat §—_—_ cidogen 
I 115 | 83 240 | 110 
2 128 63 240 98 
30 160 49 259 | 73 
120 195 41 328 | dd 
| | 





Embden und Jost haben kiirzlich eine Methode de 


quantitativen Bestimmung des Lactacidogen beschrieben, die au: 
seiner Ausfillung als Magnesiumsalz und der nachfolgenden 
Reduktionsbestimmung dieses Magnesiumsalzes beruht.!) Die 
Anwendung dieser Methode ergab die Méglichkeit, einwandire: 


zu priifen, ob das Verschwinden von Orthophosphorsiiure 1 
Gegenwart des Adenylsiiureions tatsiichlich auf der Synthese vo 
Lactacidogen beruht. 

In Versuch 22 sind bei Zusatz von Natriumbicarbonat sowie 
bei einem solchen von Natriumbicarbonat und Adenylsiure «as 
Gesamtphosphat uud das Lactacidogen bei Expositionszeiten vor 
1, 2,30 und 120 Minuten verfolgt. In dieser wie in den folge- 
den Tabellen ist das Lactacidogen stets als H,PO, berechnet. 
Das Gesamtphosphat zeigt normales Verhalten. Bei Verfolguns 
der Lactacidogenphosphorsiure ergibt sich, daB zu allen unter 
suchten Zeiten das Lactacidogen eine erhebliche und daueri< 
fortschreitende Abnahme erfahren hat. Diese Abnahme ist 


den Ansiitzen mit Adenylsiiurezusatz gréBer als in jenen on 


1) Embden und Jost, Diese Zs. Bd. 179, S. 24 (1928). 
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Adenylsiiure. Das Adenylsaiureion bewirkt also nicht nur keine 
Synthese von Lactacidogen, sondern scheint sogar im Gegenteil 
die Spaltung des vorhandenen Lactacidogens zu beschleunigen. 
Ob dies auf dem Umwege iiber die weiter unten zu beschreibende 
Synthese erfolgt, ist ungewiB. Die Beschleunigung der Lacta- 
cidogenspaltung durch Adenylsiure ist kein Zufallsbefund, sondern 
wird immer wieder, wenn auch nicht immer in so ausgepriigtem 
Mabe gefunden. Es liegt nahe, diese Tatsache unter anderem 
auch mit Befunden von Euler und Myrbiick in Zusammenhang 
zu bringen, nach denen die Zusammensetzung der Co-Zymase 
annihernd derjenigen eines Nucleotids entspricht, an dessen Auf- 
bau das Adenin beteiligt ist.) 

Aus der Erkenntnis, daB die verschwindende Phosphorsiure 
nicht zu Lactacidogen synthetisiert wird, ergab sich ohne weiteres 
die Frage, ob sie zu Pyrophosphorsiure aufgebaut wird, oder ob 
etwa eine bisher noch unbekannte Substanz das Endprodukt dieser 


Synthese darstellt. 

Da eine Veréffentlichung der von Lohmann zur Bestimmung der 
yrophosphorsiure angewandten Methode erst liingere Zeit nach seiner 
ersten Mitteilung erschien, war zunichst die Ausarbeitung einer verliBlichen 
Bestimmungsmethode der Pyrophosphorsiiure unter den besonderen Ver- 
hiltnissen des MuskelpreBsaftes erforderlich. Zur Grundlage der Bestimmung 
machten wir die bekannte leichte Spaltbarkeit der Pyrophosphorsiiure durch 
Siure. Auch Lohmann hat, wie seine endgiiltigen Publikationen zeigen, die 
Pyrophosphorsiiure auf diese Weise bestimmt.”?) Zur Berechnung des Anteils der 
nach Siiurehydrolyse gefundenen Phosphorsiure, der auf die Pyrophosphor- 
siure entfaillt, ist die Kenntnis der Spaltungsgeschwindigkeit der anderen 
Phosphorsiureverbindungen des Muskels erforderlich. Von diesen braucht 
wegen seiner raschen Aufspaltung in Siure das Phosphokreatin nicht 
beriicksichtigt zu werden; es wird stets als Orthophosphorsiiure mitbestimmt. 
Anders verhilt es sich mit Lactacidogen und Adenosinphosphorsiiure. Wenn 
auch beide Substanzen im Vergleich zur Pyrophosphorsiiure nur sehr lang- 
sum gespalten werden, so ist es doch ratsam fiir diese Spaltung Korrekturen 
anzubringen. Die Abspaltung von Phosphorsiure aus der Hexosediphosphor- 
siure erfolgt dagegen in der ersten Zeit der Hydrolyse recht schnell. Wenn 
auch diese Substanz von Embden und Zimmermann’) im frischen Muskel 
tnd von uns im KaninchenmuskelpreBsaft nicht gefunden wurde, so wiire 
doch ihre Bildung bei ionalen Beinflussungen irgendwelcher Art miglich. 
Die Anwesenheit griéerer Mengen von Hexosediphosphorsiiure liBt sich 


jedoch durch die in Tab. 24 zusammengestellten Versuche iiber die Hydro- 


‘ysegeschwindigkeit dieser Verbindungen in n-Schwefelsiiure bei 100° aus- 


') Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd.177, 8S. 237 (1928). 
*/ Lohmann, Biochem Zs. Bd. 202, S. 466 (1928); Bd. 203, S. 164 


und 172 (1928). 
*) Embden und Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, 5.133 (1927). 
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schlieBen; nach 20 Minuten ist die Pyrophosphorsiiure zu 100°/) gespalten, 
die Hexosediphosphorsiiure zu 35°/,, Lactacidogen und Adenylsiure zu etwa 
3,5°/,; in den folgenden 10 Minuten nimmt die Spaltung der Hexosediphos. 
phorsiiure noch um 10°/, zu, wihrend Lactacidogen und Adenylsiure nur 
zu 1,5°), gespalten werden. Ein Vergleich zweier Ansiitze, die nach 2 
und 30 Minuten unterbrochen werden, muB8 also die Anwesenheit gréBerer 
Mengen von Hexosediphosphorsiiure ohne weiteres erkennen lassen. 


Tabelle 24. 


Aufspaltung einiger Phosphorsiureverbindungen in n-H,SQ,. 





Hydrolysezeit 
20 Min. | 30 Min. 
Aufspaltung in °/, 


Lactacidogen 35 5.0 
Adenylsiiure 
Hexosediphos- 
" 35 45 
phorsiure 
Pyrophosphor- 
ye P 100 100 
siiure 





Wir kénnen damit die Orthophosphorsiiure sowie die Phosphorsiure 
aus Phosphokreatin, Lactacidogen und Pyrophosphorsiiure mit ausreichender 
Genauigkeit gesondert bestimmen. Dies geschieht in folgender Weise: 

Methodisches: 4—5cem Prefsaft werden mit dem gleichen Volumen 
Zusatztliissigkeit versetzt, mit 25 eem 5°/,iger Trichloressigsiiure enteiweilt 
und nach 10 Minuten langem Stehen, wie bereits beschrieben, vom Eiweil- 
niederschlag abfiltriert. Vom Filtrat werden zur Phosphokreatinbestimmung 
5 cem sofort mit Magnesiamixtur und Ammoniak versetzt. 3—4 ecm des 
Filtrates dienen zur Bestimmung des Gesamtphosphats (= Summe der Ortho- 
und Phosphokreatinphosphorsiiure). 2cem werden zur Ermittlung der ge- 
samten léslichen Phosphorsiiure in kleinen Kjeldahlkélbchen mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure und Perhydrol verascht. Zur Lactacidogenbestimmung 
werden 3—4 cem Filtrat in Zentrifugenglisern mit Magnesia usta bis 21 
deutlich alkalischer Reaktion versetzt, nach griindlichem Umschiitteln zentri- 
fugiert und vom klaren AbguB zweimal 1 ecm genau nach den Vorsehriften 
von Embden und Jost weiter verarbeitet. Zur Pyrophosphatbestimmung 
miBt man 38 cem des Trichloressigsiurefiltrates in weite Reagenzgliiser a), 
neutralisiert mit NaOH gegen Bromthymolblau, fiillt mit Wasser auf 6 cm 
auf und setzt nunmehr 6 cem 2 n-H,SO, zu. Die Réhrehen werden mi 
kleinen mit einem Filterchen yversehenen Glasdeckeln bedeckt. Der Ver 
schluB geniigt, um auch bei liingerer Hydrolyse Wasserverluste zu vermeiden. 
Nunmehr werden die Gliser in ein kochendes, mit einem Deckel ve" 
schlossenes Wasserbad eingesetzt und bleiben darin 20 bzw. 30 Minute». 
Nach Ablauf dieser Zeiten wird sofort mit 6 ccm 2 n-NaOH neutralisiert vu»: 
in Erlenmeyerkélbchen iibergefiihrt (Lohmann verwendet statt n-Schweie!: 
siiure n-Salzsiiure, und in seinen Versuchen ist die Pyrophosporsiurespalt« 











I 











| Differenz ergibt sich 30 mg-°/,, in einem Fall ist der Unterschied 20 mg-’/ 


Aufbau und Abbau von Tiitigkeitssubstanzen des Muskels. 41 


nach 7 Minuten abgeschlossen, worin unter sonst gleichen Bedingungen 
vin Vorteil zu erblicken ist). Vor der Ausfaillung der Phosphorsiiure werden 
die Ansitze mit HCl gerade angesiiuert. Aus den verschiedenen Phosphor- 
siurebestimmungen ergeben sich die folgenden Werte: 


1. Durch Veraschung: Gesamte lisliche Phosphorsiure, 

2. Im Filtrat der Magnesiafillung: Phosphokreatinphosphorsiure. 

3. Im Trichloressigsiurefiltrat nach Stehen mit Molybdat in der Kilte: 
Gesamtphosphat (= Ortho- + Phosphokreatinphosphorsiure). 

4. Aus der Reduktion der Magnesia—Alkoholfillung: Lactacidogen- 
phosphors&ure. 

5. Nach 20 oder 30 Minuten langer Hydrolyse: Gesamtphosphat + 
H,PO, aus Pyrophosphorsdure. Bei 20 Minuten dauernder Hydrolyse 
enthi iilt diese Fraktion auBerdem noch 3,5°/, -_ Phosphorsiiure aus Lactaci- 
dogen und Adenylsdure, nach 30 Minuten 5°/, dieser Summe. Hierbei ist 
die Voraussetzung gemacht, daB nicht noch gréBere Mengen unbekannter 
Phosphorsiiureverbindungen vorhanden sind. Wie spiter gezeigt, trifft diese 
Voraussetzung annihernd zu. 

Aus den in 1, 3 und 5 gefundenen Werten wird die Pyrophosphor- 
siure berechnet. Die Differenz 1—5 ergibt bei 20 und 30 Minuten 
lauernder Hydrolyse 96,5 bzw. 95°/, der Phosphorsiiure aus Lactacidogen 
ud Adenylsiiure (bzw. deren Abbauprodukten), woraus sich der Gesamt- 
vetrag dieser Fraktion errechnen 1iBt. Der so errechnete Wert von 1 
abgezogen, muB die Summe von Gesamtphosphat und Phosphat aus Pyro- 
phosphorsiure ergeben. Da das Gesamtphosphat durch 3 bestimmt ist, 
ist also auch die Pyrophosphorsiiure bekannt. Die wahre anorganische 
Phosphorsiure ergibt sich als Differenz 3—2 oder durch Phosphorsiiure- 
estinmung im Magnesianiederschlag. Durch Subtraktion der Lactacidogen- 
phosphorsiure von der Summe Lactacidogen + Adenylsiiure ergibt sich die 
Restfraktion, die im wesentlichen, wie weiter unten gezeigt ist, die 
Adenylsiure und ihre Abbauprodukte enthilt. Es kann mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit angenommen werden, dab auBer den genannten Substanzen 
in der gesamten léslichen Phosphorsiiure weitere P-haltige Kérper héchstens 
iu sehr geringen Mengen vorkommen. 

Dies konnte auf folgende Weise wahrscheinlich gem: acht werden. Wie 
‘Schmidt gezeigt hat, lB sich aus der Muskulatur eine Fermentliésung 
gewinnen, die von allen untersuchten Substanzen nur aus der Adenylsiiure 
Aumoniak abspaltet und zwar aus jedem Molekiil Adenylsiiure 1 Molekiil 
Ammoniak. Es ist ferner erwiesen, daB die Ammoniakbildung im Kaninchen- 
wuskel aussehlieBlich aus Adenylsiure erfolgt. Endlich findet anscheinend 
bel niederer Temperatur eine Phosphorsiiurebildung aus der durch Desami- 

rung der Adenylsiiure gebildeten Inosinsiiure nicht statt. Li®t man also 


F auf den PreBsaft oder auf ein neutralisiertes eiweibfreies PreBsaftfiltrat das 


Alenylsiure desaminierende Ferment einwirken, so muB das gefundene 
Ammoniak der fiir die Restfraktion errechneten Phosphorsiiure iiqui- 
oolekular sein. 

An einigen PreBsiiften wurden die sich bei Bestimmung der Phosphor- 
‘ure und des Ammoniaks fiir die Restfraktion ergebenden Werte verglichen. 
jer Versuche dieser Art sind in Tab. 25 zusammengestellt. Als hichste 


409 
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wiihrend im letzten Versuch gute Ubereinstimmung gefunden wurde. GriBere 
Mengen einer unbekannten phosphorhaltigen Substanz sind also im Prefs,/; 
nicht vorhanden. 


Tabelle 25. 
Bestimmung der Restfraktion der léslichen Phosphorsiure, 


Werte in mg-°), H,P0,. 





a Aus den H,PO,- Aus der NH,- 
Bestimmungen Bestimmung 

91 121 102 

92 113 115 

95 95 67 

98 139 110 








Der Grad der Verliblichkeit der mit der angegebenen Methode er. 
haltenen Pyrophosphorsiiurewerte mag an einem Versuch gezeigt werden, 
in dem die Phosphatfraktion 5 nach 20 und 30 Minuten Hydrolyse b- J 5 
stimmt wurde. In 11 verschiedenen Ansiitzen ergaben sich dabei fiir di, n 
Pyrophosphorsiure die folgenden Werte: y 


Hydrolysezeit : 
20 Minuten: 142 153 157 196 213 195 196 
30 - 146 150 150 208 228 212 200 
Durehschnitt: 144 151 153 202 220 204 198 y 





172 166 145 154 
172 173 155 153 
72 170 150 153 mg-°/, H,PO, 


_s 


Wir konnten ebenso wie Lohmann!) feststellen, dab die Phosphor 
siiurebestimmung nach Embden in Gegenwart von Pyrophosphat verlibii 
arbeitet. In den drei in Tabelle 26 wiedergegebenen Kontrollbestimmuns:: 
wurden zwar bis 5°/, des zugesetzten Pyrophosphats als Orthophosphat |» 
stimmt, doch ist eine Korrektur der Werte nicht ohne weiteres még! 
weil sie vom Verhiiltnis Pyrophosphat : Orthophosphat abhingt. 

Wird mit der hier besprochenen Methode das Verhalten «: 
Pyrophosphorsiure in den der Adenylsiurewirkung unterworler«! 
Ansiitzen verfolgt, so ergibt sich, daB das Verschwinden vw no 
Orthophosphorsiiure tatsiichlich auf einer Synthese von Pyr- ly 
phosphorsiiure beruht. FP 2u 

Tabelle 27 gibt einen Versuch wieder, in welchem das Ver &% 
halten des Pyrophosphats bei Zusatz von Adenylsiure UH ph 
2 Stunden verfolgt ist. 2 Minuten dauernde Exposition fiihrt “an 





') Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 202, 5. 477 (1928). 
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ere Tabelle 26. 


Beeinflussung der Bestimmung der Orthophosphorsdure durch 
Pyrophosphorsiure. 


Werte in mg H,P0,. 





Von zugesetzter = 
Fehler der 


i. . Yury Ps > 
Versuchs-Nr.} Anorgani- | Pyrophos- | Pyrophosphorsiiure Cindieiniiiies 
, Dr 108- 
des sche Phos- | phorsiiure- mitbestimmt ees “i 
ee Si "e- 
Protokolls phorsiure zusatz 


0; 7 rats 
» des | bestimmung 














my 
" Zusatzes 

| a F 
64 0,91 1,82 005 | 28 5,5 °/9 
72 0,47 0,76 0,02 | 2,6 4,29), 
ad ‘ | re ¢ ra 
13 1,20 0,59 0,03 | 5,2 1,5 °/, 

| 


einer Steigerung des Pyrophosphats von 111 auf 230, nach 

be. | 30 Minuten bleibt es auf gleicher Héhe und ist nach 120 Minuten 

di noch etwas weiter auf 240 mg-°/, angestiegen. Hin entsprechendes 
Verhalten wurde ausnahmslos in allen Versuchen dieser Art 
beobachtet. 

5 Tabelle 27. 

: Versuch 23. (Protokoll Nr. 91). 28. 9. 28. 
Versuchstemperatur 15°. py nach Zusatz der Adenylsiiurelisung: 7,34. 
Zusatz: m/150-Adenylsiiure in n/15-NaOH. 
Pyrophosphorsiiure in mg?/, H,PO,. 

A-Wert: 111. 








. Versuchszeit Zusatz von 
- in Minuten Adenylsiiure 
(lg _— 2 230 
a 30 239 

120 240 

( 
eel Ks schien erwiinscht, die Synthese von Pyrophosphorsiure 
vo. #@® noch auf andere Weise als durch Bestimmung der durch Hydro- 
yr He lyse mit n-Schwefelsiiure bei 100° abgespaltenen Phosphorsiiure 

| 2u beweisen. 

Ver Die Geschwindigkeitskonstante der Aufspaltung der Pyro- 
uot phosphorsiure unter den von uns angewandten Bedingungen wurde 
tM au reinen Pyrophosphatlésungen nach der Formel der monomole- 


= ; 
Kuaren Reaktion 
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sich im Durchschnitt zahlreicher Bestimmungen zu 0,215 er. 
mittelt. 

Versuch 103 (16. 11. 28). Ein Teil des nach 15 Minuten 
langer Exposition des PreBsaftes mit m/100-Adenylsiure in 
n/20-Natronlauge erhaltenen Trichloressigsiurefiltrates wurde durch 
Fiallung mit Magnesiamixtur von der Orthophosphorsiure befreit, 
das Filtrat dieser Fallung mit Baryt gefillt, der Barytniederschlag 
in HCl aufgelést und erneut mit Baryt gefillt. Die Umfillung 
wurde noch einmal wiederholt und dann der Barytniederschlag 
mit Schwefelsiure zerlegt. Die Zersetzungsfliissigkeit wird nacl, 
Neutralisation mit dem gleichen Volumen 2 n-Schwefelsiiure ver. 
setzt und unter den geschilderten Bedingungen 10, 15, 20 und 
25 Minuten hydrolysiert. In 4 ccm Filtrat wurden gefunden: 

vor Hydrolyse 0,169 mg-°/, H,PO, 
nach 10 Min. 1,617 _,, - 

, 6» oe 

y 2 wow 1,838 

» SB» i108 , 

Aus den nach 10 und 15 Minuten dauernder Hydrolyse ¢e- 
fundenen Phosphorsiurewerten errechnet sich & zu 0,193 bzw. 


myg-°/,, HzPO, 


A: Filtrat vom A-Wert 

B: Filtrat eines Ansatzes nach 1/,stiind. Exposi- 
tion mit Fluorid = Hexosediphosphor- 
siure-Synthese. 

}: Filtrat eines Ansatzes nach 1 Min. Exposition 
mit Adenylsiure = Pyrophosphorsdure- 
Synthese. 





A 


20-—s 330 45 90 Min. 





Fig. 4. Phospborsiiureabspaltung in PreBsaftfiltraten bei Hydrolyse mit n-Schwefelsdure bei ! 


0,205 in naher Ubereinstimmung mit dem an reinen Pyrophosphi 


lésungen gefundenen Wert. 
Ferner wurde der Verlauf der Phosphorsaureabspaltung 


der Siurehydrolyse verschiedener Filtrate verglichen. Das §r- 
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c sebnis eines solchen Versuches ist in Fig. 4 wiedergegeben. 
Kiltrat A stammt von einem ohne Exposition gefillten PreBsait, 

‘nh Filtrat B von einem PreBsaft, der 30 Minuten der Kinwirkung 

1 [yon Fluorid—Bicarbonat—Glykogen unterworfen war und Filtrat © 

‘h aus einem Ansatz, welcher 1 Minute mit Adenylsaiure—HBicarbonat 

ty, | com 0,0816 n-NaOH 

in 








10,0 
ao 
ch 
| 90! Orthophosphorsdure 
oT: , = 0,040° molar 
nd 
8,04 , 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
= / 
1,0 / 
Pyro- 
6.03 phosphorsdure 
, = 0,02 molar 
oe 
ZW. 
5,0} 
4,0 
3,04 
2.0 
1,0 
Pit 








Fig. 5. Elektrotitrationskurven der Ortho- und Pyrophosphorsdure. 


vestanden hatte. Wie man sieht, ist der Spaltungsverlauf in A 
und © itberaus ahnlich, einer rapiden Steigerung der Phosphor- 
hat: JB siure nach 20 Minuten folgt eine nur noch langsam fortschreitende 
Zunahme, wihrend die Aufspaltung der Phosphorsiureverbindungen 
les Fluoridansatzes in der ganzen Spaltungszeit mit nahezu un- 
verinderter Geschwindigkeit fortschreitet. 
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Da es im Hinblick auf die iiberaus rasche Synthese dey 
Pyrophosphorsiure nicht ausgeschlossen erschien, daB das Pyro- 
phosphat auch bei der Kontraktion des Muskels eine Rolle spielt}), 
wurde die mit seiner Aufspaltung verbundenen Reaktionsver- 
schiebung durch elektrometrische ‘Titration von Ortho- und 
Pyrophosphorsiurelésungen vertolgt. Wie friiher bereits kurz 
verOfientlicht, fiihrt die Spaltung der Pyro- zu Orthophosphor- 
siiure zu einer Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite.’ 
Lohmann findet jedoch eine Verschiebung nach der sauren Seite 
nur im alkalischen Bereich, im sauren Gebiet dagegen eine 
Alkalisierung.’) [a ein Mol Pyrophosphorsiure in 2 Mol Ortho. 
phosphorsiure zerfillt, muB man die Titrationskurve der Pyro- 
phosphorsiiure mit derjenigen einer Orthophosphorsaurelésung mit 
dem gleichen P-Gehalt vergleichen. Tut man das, so ergibt sich 
das in der Fig. 5 wiedergegebene Bild; d.h. die Aufspaltung 
eines Mol Pyrophosphorséure zu 2 Mol Orthophosphorsiure ist 
bei allen Reaktionen, die alkalischer als p,, 2,5 sind, mit einer Ver- 
schiebung der Reaktion nach der sauren Seite verbunden.  !)as 
abweichende Ergebnis Lohmanns diirfte sich vielleicht so er- 
kliiren, daB nicht Pyrophosphorsiure- und Orthophosphorsiure- 
lisungen vom gleichen P-Gehalt miteinander verglichen wurden. 



















4. Die Verknuipfung des Aufbaus und Abbaus der verschiedenen 
Phosphatfraktionen des PreBsaftes. 













In den vorangehenden Abschnitten ist immer nur die Ver- 
finderung einzelner Phosphorsiiurefraktionen des PreBsaftes ver- 
folet worden. Kin Vergleich der Ergebnisse dieser Einzel- 
betrachtungen zeigt jedoch mit groBer Deutlichkeit, dab sich 
aus dem Verhalten einer einzelnen Fraktion iiberhaupt keine, 
aus dem mehrerer nur ungeniigende, vielleicht sogar falscle 
Autschliisse iiber die Vorgiinge gewinnen lassen, die in ibre! 
gesamtheit den Phosphatwechsel des PreBsaftes ausmachen. L[es- 
halb soll noch an einigen Versuchen gezeigt werden, wie mannic- 
faltig die Verkniipfungen sind, die zwischen dem Aufbau und dem 
Abbau dieser Substanzen bestehen. Fernerhin wird es notwen(iz 














1) Siehe eine unterdessen erschienene Arbeit von Embden, Klin. We. EF Pre 
Bd. 8, S. 913 (1929). P Py 
*) Klin. Wo. Bd. 7, Anmerkung S. 1228 (1928). 
*) Biochem. Zs. Bd. 202, 8. 492 (1928). 
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sein, die Ergebnisse des ersten Abschnittes einer niiheren experi- 
mentellen Analyse zu unterwerfen, da die in ihm behandelten 
Veriinderungen des Gesamtphosphats in Wahrheit ja der Ausdruck 
jes Auf- und Abbaus zweier Fraktionen, des Lactacidogens und 
der Pyrophosphorsiure, sind. 


Tabelle 28. 
Versuch 24. (Protokoll Nr, 100) 5. 11. 28. 


Versuchstemperatur 15° py nach Zusatz der Adenylsiiurelésung: 7,03. 
Zusatz: m/100-Adenylséure in n/15-NaOH. 


Alle Werte als mg°/, H,PO,. 





























| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 1 | 8 
22] 3 i f ? ge 
— 5 es} v i _ o 5 
2 33 ._ = = tO = oS ot 3x3 
a 2 q 3 2 4 Oo o oo) — "> mn 
sg # Jd | = a ne} = ~~ | iD Oe 
2 Sf ° os fe os = = SF wo 3 
= 2 —4 oe = - = on > i = ma 
a ° 3 a] = z son 2~!&°e 
_ ~ om 
4 -Wert 244 23 267 146 80 493 90 583 
nach Zusatz von Adenylsiiure: 
1 Min. 60 138 193 244 49 486 97 581 
2 4 19 177 196 2964 34 494 89 589 
| a 33 188 23% 293 34 548 35 581 
60, 37 199 236 274 34 544 39 582 
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In Tabelle 28 ist zuniichst ein Versuch der schon Ofters be- 
‘prochenen Art wiedergegeben, in dem einfach der zeitliche Ver- 
wuf der Kinwirkung der Adenylsiure auf die verschiedenen Frak- 
tonen verfolgt ist. An der gesamten ldéslichen Phosphorsiure 
eihe 8) wurde hier ebenso wie in den folgenden Tabellen eine der 
iugesetaten Adenylsiiuremenge entsprechende Korrektur angebracht. 
‘ine auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegene Ande- 
rung der Gesamtmenge der lislichen Phosphorsiiure wurde weder in 
“iesem noch in einem der spiiteren Versuche beobachtet, so da eine 
heteiligung der unléslichen Restphosphorsiure an den untersuchten 
rrozessen damit wohl ausgeschlossen ist. Den Berechnungen der 
:’vrophosphorsiiure und der Restfraktion ist der Mittelwert aller 
“ur innerhalb der Fehlergrenze voneinander abweichenden Be- 
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stimmungen der gesamten léslichen Phosphorsiiure eines Versuches 
zugrunde gelegt. Kine besondere Betrachtung erfordert die Rest- 
fraktion, d.h. diejenige Fraktion, die nicht als Ortho-, Pyro-, 
Lactacidogen- oder Phosphokreatinphosphorsiiure vorhanden ist 
Innerhalb von 5 Minuten erfiihrt sie keine Anderung, nach 30 Mi- 
nuten dagegen ist sie um etwa 50 mg-’/, kleiner geworden. Da diese 
Abnahme sicher nicht durch methodische Fehler zu erkliiren ist. 
und sich auBerdem eine Verminderung der Restfraktion in einer 
ganzen Reihe von Versuchen, oft mit einem ausgesprochenen Gang, 
wiederfand, mu8B wohl angenommen werden, daB auch ein Te] 
der Phosphorsiiure der Restfraktion zum Aufbau von Pyrophosphat 
und Phosphokreatin Verwendung finden kann. Dies stimmt mit 
noch unveréffentlichten Untersuchungen von Pohle iiberein, der 
im Muskelbrei vom Kaninchen die Bildung von Hypoxanthosin 
unter Abbau von Adenosinphosphorsiure beobachtete, ein Vorgany, 
der natiirlich nur unter Abspaltung von Phosphorsiure erfolve, 


kann.’) 
Das Lactacidogen erfaihrt wie in friher beschriebenen Ver- 
suchen auch hier eine sehr erhebliche Abnahme. Das Maximum 
an Pyrophosphorsiure wird nach 30 Minuten beobachtet, fallt also 
zeitlich nicht mit dem Minimum an Gesamtphosphat (1 Minute) zu- 
sammen. Diese Diskrepanz ist ohne weiteres verstindlich, wen: 
man sich erinnert, daB sich im Gesamtphosphat sowohl die Ver- 
iinderungen des Pyrophosphats wie die des Lactacidogens spiegeln. 
Der hier geschilderte Verlauf des Pyrophosphatwechsels laBt sich 
nicht ohne weiteres auf andere Versuche itibertragen, vielmebr 
herrschen in jedem PreBsaft besondere Verhiltnisse, die sich i 
gréBeren oder kleineren Abweichungen von den hier wieder- 
gegebenen Verhiltnissen ausdriicken. Die Griinde liegen wohl 1 
der verschiedenen Zusammensetzung der einzelnen PreBsiifte wid 
sind daher vorliufig experimentell nicht beherrschbar. 
Vergleicht man den in den Versuchen 23 und 24 wieder- 
gegebenen Verlauf der Pyrophosphatsynthese mit dem Verhaltes 
des Gesamtphosphats, so ist bemerkenswert, daB sich die Pyre- 
phosphorsiiure relativ lange Zeit auf konstanter Hohe hit. 
Eine solche Betrachtung ergibt aber auch eine weitgehende be- 
stiitigung der Vorstellungen, die iiber die Geschwindigkeit dies! 
Synthese aus den Bestimmungen des Gesamtphosphats abgeleitet 
werden konnten. Auch die Bestimmung des Pyrophospbh:'s 


1) Siehe Embden u. Jost, Diese Zs. Bd. 179, S. 27 (1928). 
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eS ff veigt, daB die Synthese im wesentlichen bereits 1 Minute nach 
t- EB vusatz der Adenylsiiure vollendet ist. 
0-, Ks war daher von groBem Interesse festzustellen, ob auch 
st & ie iibrigen fiir die Wirkung der Adenylsiure charakteristischen 
i- Befunde, die am Gesamtphosphat erhoben wurden, durch Pyro- 
‘¢ & =» hosphatbestimmungen bestiitigt werden konnten. In erster Linie 
” silt dies fir den Verlauf der Pyrophosphorsiuresynthese bei ver- 
vel schiedenen Adenylsiurekonzentrationen und fernerhin fiir die Frage 
% BH nach der Abhangigkeit des Pyrophosphataufbaus von der H-Ionen- 
al konzentration. 
al Was zuniichst diesen letzten Punkt angeht, so ist in Tab. 29 
ut ein typisches Versuchsbeispiel wiedergegeben. Auch hier ist in 
er 
in - Tabelle 29. 
= Versuch 25. (Protokoll Nr. 104) 22. 11. 28 
™ Versuchstemperatur 14°, Versuchsdauer 15 Minuten. p,, des nativen 
PreBsaftes 5,98. 
“il Zusiitze: m/100-Adenylsiure und NaOH in verschiedenen Konzentrationen. 
1 Alle Werte in mg-?/, H,PO,. 
SO —— — 
7 1 2 3 | 4 5 
” | —_— Lactaci- Gesamte 
ol Gesamt- | a _Ilg , | dogen + Rest- ldsliche 
ID. phosphat | Poo*Phor facies fraktion Phosphor- 
saure ad 
ch (= 5—3) saure 
‘ ‘Wert | 310 | 14 | 424 | 238 | 662 
em | | | | | 
. 5,98 247 194 441 221 665 
nd 6,26 202 2538 455 207 665 
6.44 211 266 477 185 — 
r- Me 6,54 227 262 489 173 665 
en | 6.68 235 260 495 167 656 
vin 6,82 240 269 509 153 a 
1 7,04 260 261 521 141 659 
. £ 662 

















Ubereinstimmung mit friiheren Ergebnissen, die das Verschwinden 
et on Gesamtphosphat betrafen, die Synthese bei der sauersten 
Samwia erheblich schwacher als bei den alkalischen p,,-Werten; 

 Unterschied zwischen den Pyrophosphatgehalten, die bei den 
Beaktionen von 6,44—7,04 erreicht werden, besteht jedoch nicht 
‘loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIV. 4 
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und wurde auch in anderen Versuchen nicht beobachtet. Die fiir 
das Gesamtphosphat erhaltenen Werte sind insofern nicht mit den 
der friiheren Versuche vergleichbar als die Versuchszeiten ver. 
schiedene sind. Die Summe Lactacidogen + Restfraktion zeigt 
eine deutliche Abhingigkeit vom p,,. Mit Steigerung der p,,- Werte 
wird ein immer groferer Teil der Phosphorsaiure aus Lactacidogen 
und Restfraktion zum Aufbau von Pyrophosphat und Phospho- 
kreatin verwendet. Die Erklarung datiir liefert, wie sich aus dem 
folgenden Versuch ergeben wird, das Verhalten des Lactacidogens 
bei verschiedenem p,,. 

Die Bedeutung des p,, fiir die Pyrophosphatsynthese ergibt 
sich ohne weiteres durch Verfolgung ihres zeitlichen Verlaufes bei 


verschiedenen Reaktionen. 
Tab. 30 zeigt einen solchen Versuch. Der Lactacidogenalbai 


Tabelle 30. 
Versuch 26. (Protokoll Nr. 99) 1. 11. 28. 


Versuchstemperatur 15°. Zusatz: m/100-Adenylsiure und verschiedene 
NaOH-Konzentrationen. 
Alle Werte in mg-°), H,PQ,. 
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A-Wert | 148 | 34 | 162 | 152 | 496 | 125 | 62t 

. * i 

Pu 5 Min. 108 23 261 132 | 519 102 624 
a | 380 ,, 61 43 | 301 | 133 | 538 83 619 
Pr D4 25 58 | 305 | 127 | 515 106 622 
6,1 | 30 ,, 18 94 | 296 | 125 | 523 98 62) 
Pu D4 35 97 | 295 | 108 | 533 88 617 
6,6 | 30, 0 127 | 289 73 | 489 82 61 
Pr re 0 184 | 264 59 | 504 117 622 
t£ | 30. ,, 0 200 | 244 | 59 | 499 12: 62 
O21 


























hingt in entscheidender Weise von der herrschenden Reakti' 


ab; er erfolgt bei saurer Reaktion nur langsam und unvollstin“- 
durch Steigerung des p,, wird er rascher und umfangreich* 
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Die Pyrophosphorsiuresynthese scheint bei allen Reaktionen das 
cleiche Maximum zu erreichen, doch ist ihr Verlauf bei saurer 
Reaktion wesentlich langsamer als bei alkalischer, und wenn bei 
p, 6,6 und 7,4 nicht der bei 5,4 und 6,1 beobachtete Wert 
erreicht wird, so méchten wir die Ursache dafiir darin sehen, 
daB nach 5 Minuten bereits eine Durchschreitung des Maxi- 
mums erfolgt ist, wofiir auch die bei p,, 6,1, 6,6 und 7,4 nach 
30 Minuten erfolgte Wiederabnahme der Pyrophosphorsiiure spricht. 
Als wahrscheinliche Ursache fiir dies Verhalten war das Bestehen 
einer mit der Pyrophosphatsynthese konkurrierenden Synthese 
von Phosphokreatin ermittelt worden. Eine so deutliche Gegen- 
liufigkeit der beiden Synthesen, wie sie friiher aus den Be- 
stimmungen des Gesamtphosphats geschlossen worden war, 1ibt 
sich aus den Versuchen, in denen das Pyrophosphat direkt be- 
stimmt wurde, jedoch nicht entnehmen. In sehr zahlreichen Ver- 
suchen, die hier nicht wiedergegeben sind, kam es zu einem 
Anstieg des Phosphokreatins, auch ohne da das synthetisierte 
Pvrophosphat aufgespalten wurde. Auch der vorliegende Versuch 
liefert bei der Reaktion von p,, 5,4 ein Beispiel fiir ein solches 
Verhalten. Eine deutliche Abnahme des Pyrophosphats bei fort- 
schreitender Phosphokreatinsynthese wird im allgemeinen nur bei 
alkalischer Reaktion beobachtet; doch ist meist (wie auch im vor- 
iegenden Versuche) die Phosphokreatinsynthese viel umfangreicher 
als die gleichzeitige Pyrophosphatspaltung. 

Wahrscheinlich laufen also diese beiden zum Verbrauch von 
Orthophosphorsiiure fiihrenden Synthesen von vorneherein neben- 
emander her, wobei allerdings meist die Pyrophosphatsynthese 
zunichst so sehr dominiert, daB es sogar zu einem Abbau des 
Phosphokreatins kommen kann. 

Die starke Begiinstigung der Phosphokreatinsynthese durch 
leichte Alkalisierung wurde oben bereits beschrieben und wenn auch 
an anderer Stelle fiir das Gesamtphosphat gezeigt worden war, 
dab sein so frithzeitig einsetzender Wiederanstieg nicht auf einer 
\dnahme der Synthesefihigkeit infolge von Alterungsvorgingen 
deruhte, so erschien es doch erwiinscht, gerade die Frage der 
Alterung der Pyrophosphatsynthese noch einmal zu untersuchen. 

In Versuch 27 ist am ungealterten Prefsaft bei Adenylsiure- 
wusatz nach 1 Minute das Gesamtphosphat nahezu _vollstindig 
verschwanden, nach 30 Minuten ist wieder ein leichter Anstieg 
‘riolgt. Das Pyrophosphat sinkt von dem nach 1 Minute er- 
reichten Wert nur wenig ab. Bei einstiindiger Alterung des 
4 
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PreBsaftes mit Zusatz von Bicarbonat nimmt das Gesamtphosphat 
erheblich zu, das Pyrophosphat etwas ab. Wird nunmehr Adeny)- 
siure zugesetzt, so steigt das Pyrophosphat auf einen etwas niedri- 
geren Wert als er vor der Alterung erreicht wurde an, nach 
30 Minuten jedoch zeigt sich eine deutliche Wiederabnahme der 
Pyrophosphorsaure. 


Tabelle 31. 


Versuch 27. (Protokoll Nr. 109) 23. 1. 29. 
Versuchstemperatur 16°. Dauer der Alterung: 1 Stunde. py im nativen 
PreBsaft: 5,6, im Alterungsansatz: 7,3, nach Zusatz von Adenylsiure: 7,4. 
Zusiitze: 1. Im Alterungsversuch: 2°/, Natriumbicarbonat. 2. Im Synthese. 

versuch: 2°/, Natriumbicarbonat + m/100-Adenylsiure. 


Alle Werte als mg, H,POQ,. 























1 2 3 a ) 6 
7 Gesamte 
a = 
Gesamt- f ) : Lactaci- g £ cp losliche 
phosphat P osP ai dogen pene nae Phosphor- 
siiure (6—4) in 
siiure 
A-Wert 132 168 164 464 161 624 
nach Zusatz von Adenylsiure-Bicarbonat: 
1 Min. 20 324 101 445 180 627 
aoe 45 316 94 455 170 2% 

















nach Istiindiger Alterung: 
| 21 | ws | 7 | 415 | 210 | — 630 
danach Zusatz von Adenylsiiure-Bicarbonat: 


1 Min. 58 303 60 423 202 
30 ,, 82 232 51 415 210 

















Auf Grund dieses Versuches sind wir wohl berechtigt an- 
zunehmen, daB das allmihliche Nachlassen der Pyrophosphat- 
synthese, das in manchen Versuchen bei alkalischer Reaktion 
beobachtet wird, Ausdruck einer fortschreitenden Alterung ist. 
Da diese nicht in allen Fallen in die Erscheinung tritt, kann e: 
nicht wundernehmen, daB in dem obenerwahnten friheren Ver: 
suche, noch dazu bei wesentlich kiirzeren Alterungszeiten, keine 
nachweisbare Minderung des Verschwindens von Phosphorsiure 
auttrat. 

Die Wirkung verschiedener Konzentrationen von Adenylsiure 
ist bereits am Gesamtphosphat verfolgt worden und hatte be! 


a 
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Steigerung der Adenylsiurekonzentration sowohl eine vermelhrte 
Abnahme des Gesamtphosphats als auch eine gréfere Konstanz 
des erreichten Minimums ergeben. 


Tabelle 32. 
Versuch 28. (Protokoll Nr. 109) 23. 1. 29. 


Versuchstemperatur 16°. py, im nativen PreBsaft: 5,6, nach Zusatz von 
Adenylsiiure: 7,4. Zusatz: 2°), Natriumbicarbonat, m/50- und m_100- 
Adenylsiure. 


Alle Werte in mg-°/, H,PO,. 





1 2 3 4 D 6 
Gesamte 
2 — - 
Gesamt- ss y a Lactaci- |. ee lésliche 
phosphat | P?°P oF! dogen smeeeel ‘apse Phosphor- 
sdure (6—4) ‘“ 
siiure 
A-Wert 132 168 164 464 159 624 




















Zusatz von Bicarbonat: 






































1 Min. 111 192 126 429 194 620 

30 4, 184 170 108 462 161 619 
Zusatz von m/100-Adenylsiure + Bicarbonat: 

1 Min. 20 324 101 445 178 627 

30 ,, 45 316 94 455 168 623 
Zusatz von m/50-Adenylsiiure + Bicarbonat: 

1 Min. 17 335 89 441 182 630 

304, 15 339 90 442 181 620 

625 


Beides konnte, wie Versuch 28 zeigt, durch Pyrophosphat- 
bestimmungen bestiitigt werden. Auch die Geschwindigkeit des 
Lactacidogenabbaus wird durch Steigerung des Adenylsiure- 
zusatzes erhéht. Kurze Exposition mit Bicarbonat fiihrt wie in 
den friiheren Versuchen zu einer deutlichen, schnell voriiber- 
gehenden Abnahme des Gesamtphosphats. Dieser Befund war 
oben auf die Wirkung geringer, in jedem PreBsaft vorhandener 
Adenylsiuremengen zuriickgefiithrt worden, und die im vorliegenden 
Yversuche beobachtete Zunahme des Pyrophosphats bestitigt wohl 
die friiher gegebene Erklirung. Die Steigerung der Restfraktion 
bei der 1 Minute dauernden Exposition mit Bicarbonat liegt wohl 
auberhalb der Fehlergrenzen. Diese Steigerung kann, wie schon 
oben gesagt, eine wahre Steigerung der Restfraktion, also eine 
4inahme der Adenylsiure und ihrer Abbauprodukte bedeuten. 


¥ 
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Doch ist auch eine andere Erklirung méglich. Die Reduktions- 
bestimmung der Hexosediphosphorsiiure nach der Methode yon 
Hagedorn-Jensen ergibt nimlich einen wesentlich niedrigeren 
Reduktionswert als er fiir die Hexosemonophosphorsiure Lactaci- 
dogen von Embden und Jost gefunden wurde. Abnahme des Lactaci- 
dogens bei gleichzeitiger die Fehlergrenzen tibersteigender Zunahme 
der Restfraktion kénnte also auch durch Ubergang von Hexose- 
monophosphorsiiure in Hexosediphosphorsiiure verursacht sein. 

Ks ist oben gezeigt worden, daB die Wirkung der Adenylsiure 
auf den Phosphatwechsel eine streng spezifische ist, die z. B. ihren 
ebenfalls untersuchten Abbauprodukten Inosinsiure und Adenosin 
nicht zukommt. Diese Wirkung ist aber noch viel spezifischer, «ls 
sich aus dem Ausfall der erwaihnten Versuche schlieBen heb. Ver- 
gleicht man niimlich die Wirkung von Adenylsiure, die aus Musku- 
latur gewonnen Ist, mit derjenigen von Adenylsiiure, die man durch 
Hydrolyse der Hefenucleinsiiure erhiilt, so ergibt sich ein héchst 
bemerkenswerter Unterschied: Die Hefeadenylsiure hat titberhaupt 
keinen oder doch nur einen sehr geringen KinfluB auf den Phosphat- 
wechsel des PreBsaftes. Diesem Verhalten der beiden Adeny!- 
siiuren entspricht die kirzlich von Schmidt?) sowie von Embden 
und Schmidt?) testgestellte Tatsache, daB es sich um zwei ver- 
schiedene Substanzen handelt. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Untersuchung konnte die fermentative 
Synthese zweier Substanzen beobachtet werden, die als Tiitigkeits- 
substanzen des Muskels bezeichnet werden diirten:”) 

1. Ks gelang zu zeigen, dab bei geeigneter H-lonenkonzen- 
tration im MuskelpreBsaft eine Synthese von Phosphokreati. 
eintritt, die sehr betriichtlichen Umfang erreichen kanu. Gleicl- 
zeitig mit dieser Phosphokreatinsynthese tritt namentlich be: 
alkalischer Reaktion Abbau von Lactacidogen und von _ Pyro- 
phosphorsiiure ein. Inwieweit etwa durch die Alkalisierung in 
vermehrter Menge gebildete oder aktivierte noch unbekannte 


1) Schmidt, Diese Zs. Bd. 179, S. 243 (1925). 

*) Embden u. Schmidt, ebenda Bd. 181, 8. 130 (1929). 

3) DaB auch die Pyrophosphorsiiure als Tiitigkeitssubstanz in dem Sinn 
angesehen werden mu, daB sie in einer freilich noch unbekannten | 
der Kontraktion zerfillt und wieder aufgebaut wird, geht aus noch 
verifientlichten Untersuchungen von Embden und Margarete Lehnart? 
hervor. Siehe auch Embden, Klin. Wo. Bd. 8, 8. 913 (1929). 
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[onen fiir diese Phosphokreatinsynthese verantwortlich zu machen 


aS- 
‘on sind, konnte nicht testgestellt werden. 
en 2. Dagegen ergab sich als durchaus spezitische ionale Wirkung 
ci- des Adenylsiureions die Synthese von Pyrophosphorsiiure. Die 
ej | durch Adenylsaiurezusatz bewirkte Synthese verliiuft mit gréBerer 
ne Geschwindigkeit als sie bei irgendeiner anderen ionalen Kinwirkung 
0. au! die chemischen Prozesse im Muskel bisher beobachtet werden 
konnte. 
re Hierdurch ist der Nachweis geliefert, dai die beiden Tiitigkeits- 
en sulstanzen Phosphokreatin und Pyrophosphorsiiure unabhingig 
in yon der Erhaltung der mikroskopischen Struktur unter bestimmten 
ils ionalen Bedingungen aufgebaut werden kénnen, ein Nachweis, der 
r- fiir die Hexosephosphorsiiure schon durch friihere Untersuchungen 
U aus dem hiesigen Institut getiihrt werden konnte. 
ch «CO 3. Die eben besprochene ionale Wirkung kommt nur der 
st Muskeladenylsiiure selbst zu. Ihr bei der Kontraktion ent- 
pt stehendes Desaminierungsprodukt Inosinsiure ist véllig unwirksam, 
te ebenso auch das Adenosin. 
1 2 Ks liegt gewiB nahe daran zu denken, daB mit der bei der 
n Muskeltitigkeit unmitteibar nachweisbaren Desaminierung und 
yr ( Reaminierung der Adenylsiure assimilatorische und _ dissimila- 


torische Vorgiinge an der Pyrophosphorsiiure verbunden sind. 
Auf eine Reihe weiterer im Vorhergehenden geschilderter 
Beftunde kann hier nicht nochmals eingegangen werden. 











Zur Spezifitat der Peptidasen. III. 


Affinitatsmessungen an tierischer Dipeptidase. 
Von 
Ernst Waldsechmidt-Leitz und Gustav vy. Sechuckmann. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1929.) 


Fiir das Verstiindnis des Mechanismus enzymatischer Reak- 
tionen ist die von L. Michaelis und M. L. Menten?) in den 
Untersuchungen iiber Saccharase begriindete Vorstellung vor- 
bildlich geworden; sie beruht auf der Annahme intermediirer 
Enzym—Substratverbindungen und von Verbindungen des Enzynis 
mit den Spaltprodukten als wesentlicher Zwischenprodukte enzy- 
matischer Reaktionen, durch deren Bildungs- und durch deren 
Zerfallsgeschwindigkeit die Reaktionskinetik bestimmt wird. Wie 
am Beispiel der Saccharase zuerst gezeigt war, laBt sich durch 
den Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten bei wechselnder 
Substratkonzentration die Lage des Gleichgewichtes zwischen 
dem freien und dem an Substrat gebundenen Enzym, die Disso- 
ziationskonstante der Enzym—Substratverbindung bestimmen, der 
Verlauf der enzymatischen Reaktion mithin sich auf Grund 
des Massenwirkungsgesetzes beschreiben. Auch hat man es mt 
Erfolg unternommen, Aktivierungen und Hemmungen der enzy- 
matischen Reaktion dahin zu analysieren, ob sie auf einer Be- 
einflussung der enzymatischen Affinitiit oder aber auf einer Ande- 
rung in der Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym—Substratverbiv- 
dung beruhen; nur in letzterem Falle findet man niamlich de 
Gleichgewichtslage unabhingig von der Gegenwart des Aktivators 
oder des Hemmungskdérpers. 

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, die Reichweite de! 
Michaelisschen Vorstellung iiber die intermediare Bildung v0 


') Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 333 (1913). 
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Knzym—Substratverbindungen, die fiir das Verstiindnis des Reak- 
tionsverlaufs vor allem bei den kohlehydratspaltenden und den 
esterspaltenden Enzymen?) sich niitzlich erwiesen hat, auch auf 
dem Gebiete der proteolytischen Enzyme zu erproben. Zwar hat 
J. H. Northrop?) aus Versuchen iiber die Hemmung der Trypsin- 
wirkung durch tryptische Spaltprodukte, welche er unabhingig 
von der Substratkonzentration fand, gefolgert, daB es fraglich 
erscheine, ob die enzymatische Hydrolyse der KiweiBkérper der 
intermediiren Bildung einer Enzym—Substratverbindung bediirfe. 
Allein die Sicherheit dieser SchluBfolgerung wird erschiittert durch 
die Erkenntnis, daB das Pankreastrypsin, wie es sich gezeigt hat, 
nicht einheitlich ist, sondern aus einem Gemische von protein- 
spaltendem und von polypeptidspaltendem Enzym, einer Proteinase 
und einer Polypeptidase, sich zusammensetzt%); man wird die 
Northropschen Befunde mit der einheitlichen enzymatischen 
Komponente nachzupriifen haben. Aus den Untersuchungen von 
H. v. Euler und K. Josephson‘) iiber die Spaltung des Glycyl- 
glycins durch Dipeptidase aus Schweinedarm, geht andererseits 
hervor, daB die Wirkung dieses Enzyms ihren Weg iiber die 
Bildung einer dissoziablen Enzym—Substratverbindung nimmt; 
die Affinitat der Dipeptidase zu dem angewandten Peptide war 
indessen nicht bedeutend genug, die Léslichkeit des Substrates 
zu beschrainkt, um eine exakte Ermittlung der Dissoziations- 
konstanten zu erlauben, diese ist nur geschiitzt worden. 

Die Affinitiitsmessungen an tierischer Dipeptidase, die wir 
aulgenommen haben und die sich mit einem geeigneten Sub- 
strate, Glycyl-tyrosin, von grofer Léslichkeit und von viel be- 
deutenderer Affinitiit zum Enzym, exakt ausfiihren lassen, dienen 
jer Beantwortung zweier besonderer Fragen: der Frage nach 
dem Wesen des Kinflusses der Wasserstoffionen auf die Reaktions- 
veschwindigkeit, die fiir die Deutung der Aktivitiits-p,-Kurve des 
Enzyms®) von Bedeutung ist, und der Frage nach der Identitiit 
1) Vgl. dazu E. Bamann, Chem. Ber. Bd. 62, S. 1538 (1929) und die 
Gort angefiihrte Literatur. 

*) Jl. of gen. Physiol. Bd. 5, S. 263 (1922/23); Die Naturwissenschaften 
Bd. 11, S. 713 (1923). 

’) Zufolge E.Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Chem. Ber. im Druck. 

‘’ Chem. Ber. Bd. 59, S. 262 (1925/26); vgl. auch H. vy. Euler, Diese 
Zs. Bd. 51, S. 218 (1907). 

) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. G. Rauechalles, Chem. Ber. 
Bd. 61, S. 645 (1928); K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 61, S. 1276 (1928); 
fi. v. Euler u. E. Brunius, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 467, S. 201 (1928). 
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von Dipeptidase verschiedener Herkunft!), aus Sekreten und ans 
Organen, nimlich mittels des Vergleiches ihrer Affinitiit zu ei 
und demselben Substrat. 

Der Vergleich der Affinitiit von Dipeptidase aus Schweine- 
darm zu (slycyl-l-Tyrosin bei wechselnder Wasserstoffzahl, der 
wir ausgefiihrt haben, hat ergeben, da’ die Dissoziation der 
Knzym—Peptidverbindung von der Wasserstoffzahl sehr 
bedeutend beeinfluBt wird: man findet sie, wie Fig. 1 ver- 
anschaulicht, am geringsten im Scheitelpunkte der Aktivitiits- 
P,, Kurve’) (p,, == 7,8), entsprechend der Dissoziationskonstante 


As = 0.0026 oder der Affinitiitskonstante oo 380, und sie 
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Fig. 1. Aktivitiits-p -Kurve und Wasserstoffzahl. 


nimmt mit der Entfernung vom Scheitelpunkte zu, niimlich 2 
zwei iiquivalenten Punkten der Aktivitiits-p,-Kurve’) um nahezt 
den gleichen Betrag As = 0,0048 bei p, = 7,0 bzw. = 0,004! 
bei p,, = 8,8). Es geht daraus hervor, dab die Form der Akt 
vitiits-p,,-Kurve fiir die Darmdipeptidase in erster Linie du. 
die Lage des Gleichgewichtes zwischen Enzym und Substrat 
wenn nicht durch die Bildungsgeschwindigkeit der Knzym—Su)- 
stratverbindung, nicht aber durch deren Zerfallsgeschwindigke" 


bestimmt wird. 


1!) Vel. E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schiffner, Diese Zs. Bd. lo. 
S. 31 und zwar 3S. 54 (1925/26); E. Waldschmidt-Leitz u. J. Wals 
schmidt-Graser, Diese Zs. Bd. 166, S. 247 und zwar S. 260 (1927). 

*) Vel. die Aktivitits-p,-Kurve der Glycyl-tyrosinspaltung dureh Darn 


n\ 
je 


dipeptidase im Versuchsteil (Fig. 3 













































Zur Spezifitét der Peptidasen. III. 59 


US Zwischen dem HinfluB der Wasserstoffionen auf die Bildungs- 
in —F geschwindigkeit der Enzym—Substratverbindung und der Lage 

pres Dissoziationsgleichgewichtes kénnen wir noch nicht mit 
ne- # Sicherheit entscheiden. Wenn die Deutung der von EK. Wald- 
len -chmidt-Leitz und G. Rauchalles?) beobachteten Uberein- 
er @ <timmung der p,,-Abhiingigkeit der Peptidspaltung durch Dipepti- 
hr dase mit der Kondensationsgeschwindigkeit von Peptid und 
er- Glucose im Sinne einer Verwandtschatt der reagierenden che- 
its- ZB mischen (sruppen in einer Untersuchung von H.v. Euler und 
nte #@ © Brunius*) mit dem Hinweise abgelehnt wird, dab sich die 
sie Bildung der Peptidase—Peptidverbindung zu _ rasch_ vollziehen 


werde, um der Messung zugiinglich zu sein, so sollte man doch 
jem Umstande Beachtung schenken, dab in der verschiedenen 
Kondensationsgeschwindigkeit des Zuckers mit den Peptiden einer- 
seits, den Aminosiiuren andererseits bei dem der Knzymwirkung 
entsprechenden p,,-Optimum ein anschauliches Modell fiir den 
Mechanismus der enzymatischen Wirkung gegeben ist, wie es 
sich aus den Lagen der eutsprechenden Gleichgewichte allein 
nicht gewinnen heBe. Die Deutung der p,,-Abhingigkeit in dem 
angefiihrten Sinne ware schon unter der Voraussetzung zuliissig, 
lab die Bildungs- und nicht die Zerfallsgeschwindigkeit der Knzym- 
Peptidverbindung die enzymatische Reaktion limitiere; fiir eine 
cegenteilige Annahme scheint uns aber die beobachtete Abhingig- 
keit der Affinitiitt von der Wasserstoftzahl keine Anhaltspunkte 
zu ergeben. 
Der Vergleich der Affinitiit dreier tierischer Dipeptidasen, 
aus Darmschleimhaut, Pankreas und Milz, beim p,,-Optimum 
) >,  urer Wirkung, p,, = 7,8, den wir an Glycyl-tyrosin vorgenommen 


hezu haben, erscheint weiterhin bemerkenswert: die Dissoziations- 
)4) AE sonstante der drei Peptidase—Peptidverbindungen findet 
(kts J an namlich, wie Fig. 2 veranschaulicht, ibereinstimmend 


Zu Ag = 0.0026. 


re 
oon : Die Folgerung erscheint uaheliegend, diese Ubereinstimmung 
Sub. AE 2 der Affinitit auf eine Identitait oder zum mindesten auf eine 
sker FE “he Verwandtschaft der chemisch aktiven Gruppen in den 
° | "nzymen zuriickzufiihren. Allein man hat zu_beriicksichtigen, 
| (iB in einer kiirzlich erschienenen Untersuchung von K. Linder- 
“a )strém-Lang%) auf Grund von Wirkungsverschiebungen die 
') Chem. Ber. Bd. 61, S. 645 (1928). 

Darn Liebigs, Ann. der Chem. Bd. 467, 5. 201 und zwar 8S, 209 (1928). 


Diese Zs. Bd. 182, S. 151 (1929). 
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Existenz zweler verschiedener Dipeptidasen mit verschiedenen 
Wirkungsoptimum schon in der Darmschleimhaut gefolgert wird, 
deren eine durch eine besondere Affinitét gegeniiber Leucyl-glyciy 
und durch eine nur geringe Affinitiit gegeniiber Glycyl-glycir 
ausgezeichnet sei. Auch Beobachtungen aus der vorliegenden 


Abhandlung') kénnte man im Sinne des Vorhandenseins zweier § 


verschiedener Enzyme mit ungleicher Aktivitaét, beispielsweise 
gegeniiber Leucyl- und gegeniiber Glycylpeptiden, deuten. Zur 
Entscheidung der Frage, ob auch fiir die Spezifitat der ,,Amino. 
peptidasen“, unter ihnen der tierischen Dipeptidasen, die Natur 
der die freie Aminogruppe tragenden Aminosaure in den Sub. 
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Fig. 2. Aktivitats-p .-Kurve von Dipeptidase aus Darm, Pankreas und Milz (Glycyl-tyros's 


8 


straten maBgebend ist, iihnlich wie die Spaltbarkeit von Peptide: 
durch .,Carboxypeptidase*é vom Typus der Polypeptidase aus 
Pankreas durch die Natur desjenigen Aminosiureesters bestimm: 
werden kann, welcher die freie Carboxylgruppe tragt?), wird ma: 
indessen die quantitative Untersuchung der Spezifitit, den Ver 
gleich der Reaktionsgeschwindigkeiten bei der niimlichen he- 
zentration an Enzym-—Substratverbindung heranzuziehen habe: 


Versuche. 
1. Zur Methodik. 


Darstellung des Substrates. Bei der Darstellung 
Affinitiitsmessungen geeigneten Peptidmaterials hat man au! 


1) Vgl. dazu die Versuche des Abschnitts 4 im Versuchsteil. 
*) Zufolge E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Chem. Ber. im Drucs 
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sondere Reinheit des Peptides zu achten. Geringfiigige Verun- 
reinigungen, welche sich analytisch nicht mehr nachweisen lassen, 
kjnnen die Reaktion zwischen Enzym und Substrat schon erheb- 
lich beeinflussen. So haben wir beobachtet, daB das auf dem 
friher tiblichen Wege!) bereitete amorphe Glycyl]-l-tyrosin, wenn- 
cleich analysenrein, hemmend wirkende Verunreinigungen enthilt, 
unter deren KinfluB die enzymatische Hydrolyse verlangsamt war 
und bereits bei niedrigen Umsiitzen, zwischen 40 und 50°/, der 
Gesamthydrolyse, zum Stillstande kam. Wir haben es daher 
vorgezogen, das Peptid fiir unsere Messungen auf dem Wege iiber 
das zuerst von EK. Abderhalden und B. Oppler?) beschriebene 
krystallisierte Produkt zu bereiten, das wir indessen nach seiner 
Abscheidung zur Erhéhung der Léslichkeit iiber Phosphorpentoxyd 
vom Krystallwasser befreiten. Das so gewonnene Glycy]-l-tyrosin, 
dessen optische Reinheit (¢, =+ 46,5°) den Angaben der Lite- 
ratur*) entsprach, erwies sich fiir kinetische Messungen geeignet; 
seine Hydrolyse durch Dipeptidase aus Darm, bei p,, = 7,8, ver- 
lief im Gegensatz zu der des amorphen Peptides bis zu hohen 
Spaltungsgraden gem&B einer Reaktionsgleichung erster Ordnung. 
Wir belegen dies in nachfolgender Tab. 1, die zugleich die Wirkung 
der dem amorphen Substrate beigemengten Hemmungsstoffe ver- 
anschaulicht. 
Tabelle 1. 
Reaktionsverlanf der Hydrolyse von krystallisiertem und amorphem Glyey]l- 
l-tyrosin durch Darmdipeptidase bei p,, = 7,8. 
(0.0714 g (0,00030 Mol) Peptid; 0,0020 Er.-E.; p;, = 7,8, eingestellt mit 
NaOH und wiihrend der ganzen Versuchsdauer konstant gehalten; 30°; 
Gesamtvolumen 10,0 cem). 





Krystallisiertes Peptid Amorphes Peptid 
a) ei Acid 
Min, St Spaltung /(monomol., ita Spaltung /: (monomol.) 
ecm 0,1 n. "lo ber. ecm 0,1 n. "lo ber. 

17 0,60 20 0,0057 034 | 12 0,0033 

30 0,95 31 0,0055 0,62 | 20 0,0033 

60 1,60 53 0,0055 0,97 | 32 0,0028 
120 2,28 76 0,0051 129 | 43 0,0020 
180 2.60 86 0,0048 140 | 47 0,0015 
360 2,98 100 0,0045 1,43 | 48 0,0008 
1080 — — —_ 153 | 51 — 








ee 


') E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 37, S. 2486 (1904). 
*) Diese Zs. Bd. 53, S. 294 und zwar S. 296 (1907). 
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Zur Messung der Hydrolyse. Infolge der Schwerléslich. 
keit des bei der Hydrolyse gebildeten T'yrosins ist das Bestimmungs. 
verfahren nach van Slyke oder die Titration in alkoholischey 
Lésung, vor allem bei Anwendung konzentrierterer Substrat- 
lésungen, nicht ohne weiteres anwendbar. Zur Verfolgung der 
Hydrolyse versetzen wir daher das Reaktionsgemisch zuniichs: 
mit iiberschiissiger waBriger Lauge (0,1 n.) zur Lésung etwa ab- 
geschiedenen T'yrosins, um dann nach Zugabe von Alkohol zu 
einer Alkoholkonzentration von 90°/, mit Phenolphthalein als 
Indicator den UberschuB an Alkali mit 0,1 n-HCl zuriickzutitrierep, 
Auf diesem Wege liBt sich, wie wir in besonderen Versuchen 
feststellten, suspendiertes yrosin exakt ermitteln, auch wird das 
Peptid in den alkalischen Liésungen, wenigstens wihrend der 
angewandten kurzen Versuchsdauer, nicht hydrolytisch zerlegt. 














(0), 






2. Einflu8 der Wasserstoffzahl und der Enzymmenge auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit. 







Reaktionsgeschwindigkeit und Wasserstoffzahl. Die 


p, -Abhiingigkeit der Spaltung des Glycyl-tyrosms durch 1). 
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Fig. 5. Glyeyl-tyrosin-Spaltung und Wasserstoffzahl. F die 


pejtidase aus Darmschleimhaut entspricht im wesentlichen de: 
fiir die Glycyl-glycin-Spaltung beschriebenen?); das Optimum ¢e' 
Wirkung finden wir zu p, = 7,8 (Tab. 2), auch ist der Verlau 
der Aktivitits-p,-Kurve ein iihnlicher (Fig. 3). Die elektrochemisc! 
Natur des Substrates, soweit sie in der Lage des isoelektrische: Die 


Punktes ihren Ausdruck findet, nimlich entsprechend p,, = 9 cear 





') K. G. Dernby, Biochem. Zs. Bd. 81, 8. 107 (1916/17); E. Wal: po 
schmidt-Leitz u. A. Schiffner, Diese Zs. Bd. 151, 8. 31 und zwar s. 
(1925/26); H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 157, 8. 122 (19! 
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fir Glyeyl-glycin’), p,, = 3,8 fir Glycyl-tyrosin’), scheint danach 
fir die Form der Aktivitits-p,-Kurve wie fiir die Lage ihres 
Scheitelpunktes ohne deutlichen KinfluB; fir die p,,-Abhingigkeit 
Jer Wirkung von Dipeptidase sollte, wenn iiberhaupt, vor allem 
die elektrochemische Natur des die treie Aminogruppe tragenden 
Aminosaurerestes in den Dipeptiden, an welcher die Anlagerung 
des Enzyms erfolgt, also die Dissoziationskonstante der freien 
Aminogruppe, welche in den beiden gepriften Peptiden nahezu 
ibereinstimmt, von Bedeutung sein. 


Tabelle 2. 
Glycyl-tyrosin-spaltung und Wasserstoffzahl. 
(00003 Mol Glycyl-l-tyrosin; 0,0010 Er.-E.; p;,; (eingestellt mit verdiinnter 
NaOH) mit der Gaskette kontrolliert und wihrend der Versuchsdauer kon- 
stant gehalten; 1 Stunde, 30°; Gesamtvolumen 10,0 ecm). 











Aciditiitszuwachs Spaltung 
Pr ccm 0,1 n-KOH sf 
6,2 0,25 | 8 
' 
6,6 U.36 | 12 
7,0 0,53 18 
7,5 0.71 24 
7,7 0,80 | 27 
7,8 O.S5 28 
8.0 0,76 26 
8,2 0,73 25 
8.5 0,63 21 
8,8 0,53 | 18 
8,9 0,51 17 
9,3 0,27 9 


Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. Die fiir 
we Spaltung von Leucyl-glycin durch das Enzym aus Pankreas*) 
wie fiir die des Glycyl-glycins durch Dipeptidase aus Darm*) er- 

') Zufolge P. A. Levene, H.S. Simms u. M.H. Pfaltz, Jl. of Biol. 
Vhem. Bd. 61, S. 445 (1924); siehe dazu P. L. Kirk u. C. L. A. Schmidt, 
ulversity of California Publications in Physiology bd. 7, S. 57 (1929). 

*) Der an Kieralbumin ausgearbeiteten Methode von 8. P. L. Sirensen, 
Viese Zs. Bd. 108, S. 104 und zwar S. 192 (1918)] folgend von uns aus- 
zearbeitet. 

) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
‘286 und zwar SS. 294 (1925). 

. *) E. Waldschmidt-Leitz u. A.Schiffner, Diese Zs. Bd. 151, S. 31 
i zwar S. 40 (1925/26). 
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mittelte Beziehung, wonach die Zeiten gleichen Umsatzes dep 
Enzymmengen umgekehrt proportional, Enzymmenge und Reaktions- 
geschwindigkeit also proportional gefunden werden, gilt auch fiir 
die Hydrolyse des Glycyl-tyrosins durch das Enzym aus Darm- 
schleimhaut und bei wechselnder Substratkonzentration; wie Tab. 3 
belegt, bestiitigt sie sich, innerhalb des untersuchten Bereiches der 
Enzymmengen wie 1:8 und der angewandten Substratkonzen- 
trationen wie 1:4. 
Tabelle 3. 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. 
(py, = 7,8; 30°; Volumen des Ansatzes 10,0 cem.) 





Enzymmenge Zeit Aciditiitszunahme (cem 0,1 n.) bei 


or.-K. Min. 


0,0002 Mol Peptid 0,00005 Mol Peptid 


0,0020 15 0,60 
0,0010 0,58 
0,0005 ; 0,63 
0,00025 0,62 


0,0020 1,42 
0,0010 1,40 
0,0005 1,41 
0,00025 1,41 








3. Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit. 


a) KinfluB der Substratkonzentration bei optimaler 


} 


W asserstoffzahl. 


Affinitit zu Glycyl-tyrosin und zu Glycyl-glycin. 
Der Eintlu8 der Substratkonzentration auf die Anfangsgeschwindig- 
keit der Peptidhydrolyse ist am Beispiel der Glycyl-glycin-Spaltung 
durch Darmerepsin bereits von H. vy. Euler und K. Josephson’ 
gepriift worden; man beobachtete, wie bei anderen Enzymen, eine 
erhebliche Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit mit wachsender 
Konzentration des Substrates, ohne daB es indessen gelungen 
wire, zum maximalen Werte der Reaktionsgeschwindigkeit zu 
gelangen, der fir die Ermittlung der Affinitaét des Enzyms zu 
Substrate maBgebend ist. Fiir diese Unvollkommenheit, die nur 
eine Schiitzung der Affinitiitskonstante des Enzyms erlaubte, 1° 
neben der beschrinkteren Léslichkeit des Substrates die ver 


') Chem Ber. Bd. 59, S. 226 (1925/26). 
































Zur Spezifitiit der Peptidasen. III. Od 


1 . a - 

7 yverantwortlich, die von der Affinitét zu dem auch leichter lés- 
. lichen Peptide Glycyl-l-tyrosin weit iibertrofien wird. Man beob- 
\- acltet daher bei diesem Substrate, wie der in Tab. 4 angefiihrte 


9 Vergleich fir die Hydrolyse der beiden Peptide ergibt, und zwar 
schon bei geringerer Substratkonzentration, ein Maximum der 
Reaktionsgeschwindigkeit. Die Tabelle belegt zugleich die Un- 
abhiingigkeit der der vollstiindigen Bindung des Enzyms_ ent- 
sprechenden Substratkonzentration von der Knzymmenge. 


a] ‘ 
Tabelle 4. 
- | substratkonzentration und Anfangsgeschwindigkeit fiir die Hydrolyse von 
Glycyl-tyrosin und Glycyl-glycin (p;; = 7,8). 
‘Enzymlésung von Trypsin befreit (Elution aus Tonerdeadsorbat); p,, ein- 
cestellt mit verdiinnter NaOH und mit der Gaskette kontrolliert; 30°; 




















id 
Volumen des Bestimmungsansatzes 20,0 cem; Angaben bedeuten den Aci 
ditiitszuwachs in eem 0.1 n-Lauge. ) 
Glycyl-i-tyrosin Glyeyl-glyein 
| | 
| Acid.- | Acid.- 
ons Pat t4 Ze} . P a } Crew Tel 
onz. Ang ¥. Zeit ae Konz. | Angew. on reel 
mol. Er.-E. Min. | beob. mol. | Er.-E. Min. | heob, 
| | | 
(002 | 00010 | 30 | 0,28 0,010 | 9,0020 | 30 | 0,26 
0033 0,0010 30 0,40 0,020 0,0020 | 30 0,40 
1.0040 0,0010 |, 350 0,45 0,040 0,0020 | 380 | 0,76 
{050 0,0010 | 380 0,52 0,060 0,0020 | 30 | 0,96 
1066 00010 » 30 | 0,59 0,10 0,0020 | 380 | 1,08 
O10 0,0010 | 30 0,61 0,20 0,0020 | 30 | 1,42 
020 0,0010 | 30 0,59 0,27 0,0020 | 30 | 1,75 
i | 
rd | \ 
in. 9025 0,0005 | 60 0,28 0,020 0,0006 | 60 | 0,28 
. | } } 
ig: i 0,0005 | 60 0,41 0,040 0,0006 | 60 | 0,35 
ing 0,0005 | 60 0,44 0,060 0,0006 | 60 | 0,48 
in‘ p ,0050 0,0005 | 60 0,50 0,10 0,0006 60 0.63 
ine 0,0005 | 60 0,58 0,27 0,0006 | 60 | 0,81 
der 10 0,0005 | 60 0,69 | 
vet 020 0,0005 | 60 | 0,66 | 
zu Knzymatischer Reinheitsgrad und Affinitit. Die 
uu «mtat der Dipeptidase aus Darm zu Glycyl-tyrosin, welche in 
nur cer Lage des Gleichgewichtes bei wechselnder Peptidkonzentration 
ist J Ausdruck kommt, finden wir in dem untersuchten Bereiche 
ver’ “abhingig vom Reinheitsgrad des Enzyms. Dies belegt der 


uf 


‘erzieich der der halben maximalen Reaktionsgeschwindigkeit 






ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIV, 3 
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entsprechenden Substratkonzentration, welche, wie Tab. 5 erweist, 
iibereinstimmend zu 0,0026 molar gefunden wird fiir den rohey 
Enzymauszug aus der Schleimhaut, fiir die mittels Tonerde- 
adsorption gereinigte und von Trypsin befreite Lésung und fiir 
die nimliche gereinigte Lésung nach dem Zusatz von inaktivierter 
Dipeptidaselésung aus Darmschleimhaut wie auch aus Pankreas: 
die in der rohen EKnzymlésung sowie nach dem Zusatz von in- 
aktivierter Lésung aus Pankreas beobachtete Herabsetzung der 
Anfangsgeschwindigkeit diirfte danach die Zerfallsgeschwindigkcit 
der Enzym-—Substratverbindung betreffen. 


Tabelle 5. 
Reinheitsgrad der Dipeptidase aus Darm und Affinitiit. 
(Rohe Enzymlésung: Glycerinauszug aus Darmschleimhaut, durch Fiillung 
mit Essigsiiure geklirt; gereinigte Enzymlésung: geklirter Rohauszug, durch 
Adsorption an Tonerde C, (bei py = 3,8) und Elution mit 0,066 mol. Phos. 


































phat (p;; = %) gereinigt; Inaktivierung der Dipeptidase in dieser gereinigten 
Lésung wie in einer auf die gleiche Weise aus Pankreasauszug bereiteten 
vorgenommen durch 4 stiindiges Stehen bei p,;,; = 3 und 30°; 0,0010 Er.-E. l 
30 Min., 30°; Volumen des Bestimmungsansatzes 20,0 cem; py, eingestelit 
und kontrolliert wie oben; Angaben bedeuten den Aciditétszuwachis in 
cem 0,1 n-Lauge; die eingeklammerten Zahlen geben die relative Anfang: 
geschwindigkeit an.) (E 
Dy 
. Gereinigte Enzymlésung unter ” 
Peptid-Konz. wos, mates Zusatz von aa 
mol. = a : " . 
sienalieitins inaktiv.Lésung) =p... 
roh | gereinigt an aan | Pankreas I 
0,0025 0,25 (48) 0,30 (48) 0,29 (48) | 0,17 (41 
0,0033 0,33 (63) 0,40 (64) 0,41 (68) 0,35 (83) 
0,0050 0,40 (76) 0,50 (81) 0,50 (83) 0,42 (100 | 
0,010 0,53 (100) 0,62 (100) 0,60 (100) 0,40 
0,020 0,52 0,58 0,61 0,41 ( 























b) EinfluB der Substratkonzentration bei wechselnde: 
Wasserstoffzahl. 

Der Vergleich der Affinitiit der Darmdipeptidase zu Glyc- 
tyrosin bei wechselnder Wasserstoffzahl, den wir vorgenommé: 
haben, ergibt, daB die Lage des Gleichgewichtes fiir die Bindu’ 
des Enzyms an das Substrat sich mit der Wasserstofizahl ve 
schiebt. Wie Tab. 6 veranschaulicht, findet man die Affinit 
beim Optimum der Wasserstoffzahl am gréBten, wihrend sowo- 
auf dem alkalischen Aste der Aktivituts 
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p,;Kurve zur vollstindigen Bindung des Enzyms eine betriichtlich 


hihere Substratkonzentration erforderlich ist. Die in der Tabelle 
angetiihrten Versuchsreihen lassen erkennen, da an den ge- 
priiften A4quivalenten Punkten der p,,-Kurve abseits vom Optimum, 
p, = 7,0 bzw. 8,8, die zur Bindung der halben Enzymmenge er- 
forderlichen Substratkonzentrationen, die dem Parameter der 
Aktivitiits-ps-Kurve entsprechen, iibereinstimmen, wihrend zur 
Erzielung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit auf der sauren 
Seite des Optimums eine etwas héhere Konzentration an Substrat 
erforderlich ist als auf der alkalischen. Die Ursache dieser Ab- 
weichung wird noch zu ermitteln sein; fiir die Form der Akti- 
vitits-p,,-Kurve diirfte jedenfalls die mit der Wasserstoffzahl 
(Enzym) - (Substrat) 
(Enzym - Substrat) 
die Bildungsgeschwindigkeit der Enzym—Substratverbindung vor 
allem bestimmend sein, wiihrend ein KintluB der H*-Ionen auf 
lie Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym—Substratverbindung ihr 
nicht zu entnehmen ist. 


wechselnde Lage des Gleichgewichtes oder aber 


Tabelle 6. 


Substratkonzentration und Anfangsgeschwindigkeit bei wechselndem pj. 

‘Enzymlésung durch Tonerdeadsorption gereinigt, mit 0,0010 Er.-E.; 30°; 

Dy = 7,0 und 8,8: 46 Min, p;, = 7,8:39 Min. EKinwirkungsdauer; Volumen 

ies Bestimmungsansatzes 20,0 ccm; p,;,; mittels der Gaskette eingestellt und 
konstant gehalten.) 











Peptid- Pu = 7,0 Pu = 7,8 Pir = 8,8 
ary —_ Relative — Relative — Relative 
mol. Zuw Zuw. Zuw. 

cem 0,1 n. Geschw. | em 0,1n. Feschw. | com 0,1 n. Geschw. 

0,0025 0,30 26 028 | 47 0,17 21 
0,0038 0,45 39 0,40 66 0,30 38 
0,0050 0,59 51 0,52 87 0,43 54 
0,0067 0,74 64 - - 0,54 68 
0,010 0,87 76 0,61 , 100 0,69 86 
0.020 1,08 94 0,59 — 0,82 100 
0,030 1,15 100 0,60 me 0,82 
0,060 1,14 ss — sa 0,80 _ 








Pankreas und Milz. 





| 4 Vergleich der Affinitat von Dipeptidase aus Darmschleimhaut, 


Der Vergleich der Affinitat der einzelnen tierischen Dipepti- 
dasen zu dem niimlichen Substrate, den wir am Beispiel der 


ad 


9) 
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Enzyme sus Darm, Pankreas und Milz ausgetiihrt haben, ist vou 
Bedeutung fiir die Beurteilung der Identitiit oder der Verschieden 
heit der enzymatischen Individuen in diesen Organen. Wenn 
wie nachstehende Tab. 7 belegt, die Lage des Gleichgewichtes 
zwischen Knzym und Substrat fiir die drei untersuchten Enzyme 
iibereinstimmend gefunden wird, so ist die SchluBfolgerung nahe. 
liegend, dab die spezifischen aktiven Gruppen der drei unter- 
suchten Knzyme, welche fiir die Affinitét zum Substrate be. 
stimmend sind, einander weitgehend iihnlich, wenn nicht identisc), 
sein werden. Die am Beispiel des Pankreasenzyms erkennbar 
Abweichung in der fiir voilstandige Bindung des Enzyms er 
forderlichen Substratkonzentration kénnte durch eine vermindert: 
Zertallsgeschwindigkeit der Enzym—Substratverbindung — beding 
sein; das nimliche gilt fiir die Herabsetzung der maximale: 
Reaktionsgeschwindigkeit, wenn diese nicht, den Beobachtunge: 
von Kk. Linderstrém-Lang!?) entsprechend, auf die Existe: 
zweier verschiedener Dipeptidasen in Darm uud Pankreas zu 
riickzuliihren ist. 
Tabelle 7. 
Substratkonzentration und Antangsgeschwindigkeit bei Dipeptidase aus 
Darmschleimhaut, Pankreas und Milz (p,; = 7,8). 
Enzymlésung aus Darmschleimhaut und Pankreas durch Adsorption 
Tonerde (bei saurer Reaktion) und Elution des Adsorbates gewonnen: 
peptidaselésung aus Milz bereitet durch Voradsorption von Glyeerinauszu 
mittels Kaolin (bei saurer Reaktion), Adsorption des Enzyms an Tonerd: 
und Elution des Tonerdeadsorbates; 0,0010 ir.-E. (an der Hydrolyse \ 
d,l- Leucyl-glycin gemessen); 30 Min., 30°; Volumen des Bestimmu.y 
ansatzes 20,0 cem. ) 


1) 
i) 











; Dipeptidase aus Darm Pankreas Milz 
Peptid- a ORES Te: . " _ 
.onz, Acid.- : Acid.- : Acid.- 7 
Kon , Relative 7. | Relative “a felativt 
mol. Zuw. eas Zuw. | esi Zuw. lies 

feem 0,1 n. ee Se Oe. | eae) 
{ 
0.0025 0,30 | 49 0,12 41 f 0,29 | 48 
} 
0,0033 0,40 | 66 0,26 90 | 0,40 | bt 
} 
0,0050 O50 | 82 0.29 100 0,51 84 
j t 
0,010 0,61 160 0,29 — | 0,61 ] 
0,020 0,59 ~ | — } 060 








Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenscii!’ 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mitte. 


') Diese Zs. Bd. 182, 8S. 151 (1929). 
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Beitrag zur Kenntnis der Zusammenhange zwischen den Sapo- 
geninen, hoheren Terpenverbindungen und Sterinen. 


Von 


L. Ruzicka und A. G. van Veen. 


(Organisch-chemisches Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juni 1929.) 


Die Anregung zu dieser Untersuchung ging aus von einigen 
2 der Literatur beschriebenen und solchen von uns ausgefiihrten 
Vehydrierungen von Sapogeninen bzw. héheren Terpenverbindungen. 
In unserer I. Mitteilung haben wir einleitend hingewiesen auf ver- 
chiedene Literaturangaben beziiglich der mutmaflichen Zusammen- 
jnge zwischen den Sapogeninen einerseits und den ‘Terpenen 
ud Sterinen andererseits. Obwohl solche Zusammenhinge sehr 
wahrscheinlich sein mégen, muBten wir dabei hervorheben, dab 
-s noch zukiinftigen Untersuchungen vorbehalten bleibt, die Kinzel- 
veiten in dieser Beziehung aufzudecken. 

Ks sei zunichst kurz auf die erwihnten Dehydrierungen 
angegangen. Van der Haar’) konnte bei der |ehydrierung der 
‘rsolsiure (Urson) selbst sowie eines daraus durch Zinkstaub- 
destillation erhaltenen Kohlenwasserstoffgemisches mit Schwefel 

Produkt erhalten, das ein bei 115° schmelzendes Pikrat 
weferte, welches mit dem gleich schmelzenden Cadalinpikrat 
ucht identisch war. Rehorst?%) erhielt aus dem Dehydrierungs- 
vrodukt des Zuckerriibensapogenins mit Selen ein bei 114—116° 
vlmelzendes Pikrat und ein Styphnat vom Schmelzp. 119—123° 
iid hebt hervor, daB diese Schmelzpunkte mit denen des Cadalin- 


Pukrats und des Eudalin-styphnats iibereinstimmen. Da Rehorst 


‘) Vgl. I. Mitt. im diesjihrigen Augustheft des Ree. (Holleman- Heft) 
*) Ree. Bd. 48, S. 867 (1924). 
Zs. angew. Chem. Bd. 41. S. 983 (1928); Chem. Ber, Bd. 62, 8,524 (1927), 
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diese Produkte jedoch weder analysiert noch mit den ent- 
sprechenden Derivaten des Cadalins und EKudalins verglichen hat, 
so mufte der Hinweis auf diese Analogie vorliufig wertlos bleiben.’ 

Wir hatten bei der Dehydrierung des Gypsogenins sowie 
eines bei der trockenen Destillation des Gypsogenin-methylesters 
erhaltenen Zersetzungsproduktes mit Selen ein Trimethyl-naphtalin 
erhalten, daB ein bei 127° schmelzendes Pikrat und ein bei 152° 
schmelzendes Styphnat liefert.2) [as gleiche Trimethyl-naphtaliy 
wurde schon vorher’) erhalten bei den | )ehydrierungen des Amyrins, 
sowie von Produkten der trockenen Destillation desselben, mit 
Selen oder in viel schlechterer Ausbeute mit Schwefel. Dab hier 
tatsiichlich ein Trimethyl-naphtalin vorliegt, konnte gezeigt werden 
durch Oxydation mit Ferricyankalium, wobei eine Naphtalin- 
tricarbonsiiure entstand, die durch ihren bei 152° schmelzende 
Trimethylester und den bei 80° schmelzenden Triathylester gi: 
charakterisiert ist. 

Diese Resultate veranlaBten uns Analoga des Gypsogenins uni 
des Amyrins, also andere Sapogenine und Triterpen-abkémmlinge 
zu dehydrieren. Ein Versuch, Gypsogenin mit Schwefel zu de- 
hydrieren, bestiitigte uns die beim Amyrin gemachten Erfahrungen. 
nimlich die bedeutende Uberlegenheit der Dielsschen Methode 
mittels Selen*), so daB wir uns vorliufig ausschlieBlich diese: 
Methode bedienten. 

Ks wurden so 11 verschiedene Sapogenine bzw. Verbindungen. 
die man gewohnlich als mit den Sapogeninen verwandt betrachtet, 
der Dehydrierung mit Selen unterzogen. Es waren dies folgend: 
Korper): Ascigenin, Caryocarsapogenin, Cyclamiretin, Guajac- 
sapogenin, Glycyrrhetinsiure, Hederagenin, Mimusopssapogeuit 
(identisch mit dem Sapogenin aus Achras sapota), Quillajasapogen, 
Sarsasapogenin (identisch mit Parigenin), Ursolsiiure (oder Urso 
Zuckerriibensapogenin (identisch mit Oleanolsiiure, Viscumsiure ‘\- 
wie Caryophyllin). Ferner wurden noch die Triterpenderivate Betul 
und Lupeol dehydriert. Von allen diesen Verbindungen gaben nu: 


1) DaB solche ungegriindete Hinweise fiir den wenig aufmerksam* 
Leser gefiihrlich werden kénnen, zeigt das Referat im Chem. Zbl. (19: 
I, 2059, wo angegeben wird, dab Rehorst tatsichlich Cadalin und Eudai 
isoliert habe. 

*) Siehe Augustheft des Rec. (Holleman- Heft). 

5) Vgl. Liebigs Ann. der Chem. Bd. 471, 5. 21 (1929). 

*) Liebigs Ann, der Chem. Bd. 459, 5. 1 (1927). 

5) Uber die Literaturangaben vgl. Exp. Teil. 
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das Sarsasapogenin und das Lupeol abweichende Resultate. Die 


uo Aufarbeitung war in allen Fillen gleichartig, wir unterzogen die 
sta Dehydrierungsprodukte einer sorgfiiltigen fraktionierten Destillation. 
bai Ks sott dabei stets ein Vorlauf unter 100° (12 mm), dann kam eine 
ee etwa zwischen 125—145° siedende Mittelfraktion und schlieBlich 
om Nachliufe. Die Mittelfraktionen, in denen die etwa entstandenen 
_ Naphtalinkohlenwasserstofte enthalten sein konnten, wurden mit 
on Pikrinsiiure behandelt. Ausgenommen die zwei erwiihnten Fille, 
erhielt man so in reichlicher Menge ein Pikrat, das schon nach ein- 
oir bis zweimaligem Umkrystallisieren bei 127° schmolz und sich nach 
os der Mischprobe als identisch erwies mit dem obenerwiihnten Pikrat, 
el das aus Amyrin sowie Gypsogenin entstanden war. In allen 
omy Fallen wurde aus diesem Pikrat der Kohlenwasserstoff regeneriert 
i und daraus das Styphnat hergestellt. Alle Styphnate waren 
ou wieder nach Schmelzpunkt und Mischprobe identisch mit dem 
8 bel 152° schmelzenden Styphnat dieses Trimethyl-naphtalins.?) 
, Wegen der besonderen Bedeutung, die dieser Kohlenwasserstofi 
“i somit besitzt, schlagen wir fiir denselben die Bezeichnung 
ae Sapotalin vor. 
ngen, Aus Sarsasapogenin entstand ein Pikrat in so geringer Menge, 
ad daB bisher eine Identifizierung nicht mdglich war. Dagegen 
aia vildete sich bei der Dehydrierung des Sarsasapogenins die unter- 
halb 100° (12 mm) siedende Fraktion in gréBerer Menge als aus 
— den anderen Sapogeninen und lieferte in reichlicher Ausbeute 


ios das Semicarbazon des Methylheptanons, auf dessen Anwesenheit 
schon der Geruch der Fraktion hinwies. Das Sarsasapogenin 


zene ae nee 
giat- enthalt also wohl die gleiche lange aliphatische Seitenkette wie 
gen das Cholesterin. 
oe dhe 
yeni, Das Lupeo! ist durch Selen viel schwerer angreifbar als alle 
rs0l anderen hier untersuchten Verbindungen. Als Umsetzungsprodukt 
re §0- entstand dabei in der Hauptsache nur das Wasserabspaltungs- 
stuli ees 
n nu ") Die abweichenden Schmelzpunkte, die Rehorst bei dem von der 
Dehydrierung des Zuekerriibensapogenins mit Selen herriihrenden Pikrat 
_ und Styphnat beobachtete, kénnen vielleicht durch den Umstand erkliirt 
yee werden, daB Rehorst die krystallisierten Derivate aus nicht destilliertem 
: ‘a Dehydrierungsprodukt herstellte und somit wohl Gemische in den Hiinden 
uda 


hatte. Van der Haar stellte bei der Dehydrierung der Ursolsiiure mit 
‘chwefel das Pikrat aus dem gesamten Destillat her, wobei auch die Ent- 
‘ehung eines Gemisches méglich ist. Allerdings wiire in letzterem Falle 
‘1 untersuchen, ob Schwefel nicht vielleicht ein anderes Dehydrierungs- 
»rodukt liefert als Selen. 
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produkt Lupeylen.') Ein Produkt, das ein Naphtalin-kohlenwassey- 


stoff sein kénnte, bildete sich in sehr geringer Menge, so dab e; 
bisher nicht genauer untersucht wurde. Es ist nach dem Schmel:- 
punkt des Pikrats jedenfalls verschieden vom Sapotalin. 

Wir hatten uns schon durch Dehydrierung der Cholatriensiiur 
mit Selen davon iiberzeugt, daB dabei ein Naphtalinkohlenwasser. 
stofi, wenn iiberhaupt, nur in so geringer Menge entsteht, dab davon 
bei Verarbeitung von 50g Ausgangsstoff nicht einmal eine Schmelz- 
punktsbestimmung des Pikrats méglich war.”) Die analoge Erfahrung 
machten wir nun auch bei der Dehydrierung des Cholesterins.' 

Bevor aus der Bildung des Sapotalins eine allgemeinere 
Schlubfolgerung gezogen werden darf, muB noch mit einigen W orten 
auf dessen Ausbeute eingegangen werden. Man erhilt aus den 
Sapogeninen, wie auch aus den 'l'riterpen-derivaten bei der [)r- 
hydricrung mit Selen eine etwa 10—30°/,ige Ausbeute an ithe:- 
léslichen Dehydrierungsprodukten. Die Hauptmenge der Ausgang:- 
stoffe wird also entweder verkohlt oder in schwerldsliche 
Verbindungen umgewandelt. Von den atherléslichen Dehydrierung:. 
produkten sieden durchschnittlich 30—60°/, zwischen 125—145 
(12 mm), welche Fraktion gut zur Hilfte aus Sapotalin besteht. 
Man kann also den durchschnittlichen Gehalt der atherlésliche: 
Dehydrierungsprodukte an Sapotalin zu etwa 20—30°/) schiitzen. 
Beriicksichtigt man die allgemein bei den Dehydrierungen 1: 
Selen erhiltlichen Ausbeuten, so kommt man zur Erkenntni 
daB das Sapotalin ein wesentliches Reaktionsprodukt bei obiger 
Dehydrierungen darstellt. 

Obwohl man iiber den Mechanismus der Entstehung ces 
Sapotalins noch im Dunkeln ist, so kann man doch vorliuiy 
die SchluBfolgerung ziehen, daB zwischen den Sapogenine! 
und gewissen natiirlichen Triterpenderivaten ein eng: 
Zusammenhang bestehen muB. Kin Teilstiick des Molekiis 
dieser Verbindungen wird wabhrscheinlich einen analogen Bau au’: 
weisen, Ferner scheint es sehr wahrscheinlich zu sein, dab die 
untersuchten Sapogenine in ihrer Konstitution von dem Kohle:- 


') Dieser Kohlenwasserstoff ist vielleicht identisch mit dem vi 
Vesterberg und Nijd, Chem. Ber. Bd. 59, S. 661 (1926), vgl. auch NOji. 
Arch. Pharmaz. Bd. 265, 8. 381 (1927), durch Behandlung des Lupeols 1" 
Phosphorpentachlorid erhaltenen Lupeylen. Die Schmelzpunkte stimme: 
jedenfalls iiberein. 

*) Siehe unsere Abhandlung I im Augustheft des Rec. 

‘) Wir wiederholten den Dielsschen Dehydrierungsversuch, da Iie: 
nicht speziell auf Naphtalin-kohlenwasserstoffe geachtet hatte. 
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stoffgeriist des Cholesterins und der Gallensiiuren in wesentlichen 
Punkten abweichen. [Die Bildung eines T'rimethylnaphtalins ist 
aus letzteren Veroindungen, wie unsere Versuche zeigen und was 
ein Blick auf die Formeln des Cholesterins und der Gallensiiuren 
sehr verstiindlich macht, so gut wie ausgeschlossen. 

Es sind natiirlich trotzdem Analogien in gewissen Teilstiicken 
des Molekiils zwischen Cholesterin (bzw. den Gallensiiuren) und 
manchen Sapogeninen mdglich, wie iibrigens die oben erwiihnte 
Bildung des Methyl-heptanons aus dem Sarsasapogenin deutlich 
zeigt. Nach den Anschauungen von Windaus sollen Gitogenin 
und Digitogenin mit den Sterinen nahe verwandt sein. Es wiire 
in diesem Zusammenhange von groBem Interesse zu sehen, wie 
sich diese Sapogenine (ebenso auch Strophantidin*) bei der De- 
hydrierung verhalten. 

Die sich aus obigen Versuchen gleichfalls ergebende Ver- 
schiedenheit 1m Bau des Cholesterins und der untersuchten Tri- 
terpenalkohole veranlaBte uns noch Versuche in anderer Richtung 
auszufihren. Ransom!) beobachtete seinerzeit, dab die blut- 
kjrperchenlésende Wirkung des Saponins durch einen Zusatz von 
Cholesterin aufgehoben wird. Windaus?) erklart die T'atsache 
durch die Bildung von schwerléslichen Doppelverbindungen zwischen 
Saponin und Sterin und isolierte solche speziell aus Digitonin 
als Saponinkomponente) und Cholesterin*), sowie Phytosterin, 
Stigmasterin und Koprosterin (als Sterinkomponente). Wir haben 
iestgestellt, da§ die oben untersuchten Triterpen-derivate, die 
Amyrine, das Lupeol und das Betulin mit Digitonin keine schwer- 
‘ishichen Doppelverbindungen geben. Um diesen Unterschied auch 
physiologisch zu priifen, haben wir untersucht, ob die Giftwirkung 
les Digitonins auf Kaulquappen durch Zusatz eines dieser Tri- 
‘erpen-derivate aufgehoben werde. Wiihrend bei den von uns ein- 


‘. Anm. bei der Korrektur: Inzwischen durchgefiihrte Versuche 
*rgaben bei der Dehydrierung des Strophantidins mit Selen keinen Naphtalin- 
sOhlenwasserstoff. 

') Deutsche med. Wochenschr. (1901), S. 194. 

*) Chem. Ber. Bd. 42, S. 258 (1909). 

) Auch das Dihydro-cholesterin (8-Cholestanol) verhiilt sich dabei 
eich, Wenn im Gegensatz dazu das sogenannte ,,a-Cholestanol* keine 

iwerlésliehe Doppelverbindung mit Digitonin gibt, so ist dies auf Grund 
“T spateren Feststellung von Windaus und Uibrig, Chem. Ber. Bd. 46, 
». 2457 (1913), daB niimlich ,,«-Cholestanol* eigentlich ein Amylcholestanol 
VH..O darstelit, nicht verwunderlich. Es folgt daraus auch deutlich, dab 
ier mehr auf das Kohlenstoffgeriist als auf den ungesiittigten Charakter 
‘er Sterinkomponente ankommt. 
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gehaltenen Versuchsbedingungen Cholesterin die Giftwirkung des 
Idigitonins vollstiindig ausschaltet, war bei Anwendung ganz reiner 
Priiparate der Triterpenalkohole praktisch kaum eine Abschwiichung 
dieser Giftwirkung zu beobachten. In diesem Zusammenhang wird 
es von Interesse sein zu untersuchen, ob die oben neben Cho- 
lesterin genannten Sterine bei der Dehydrierung gleichfalls keiy 
Sapotalin liefern. 

Die Ausfithrung der Mikroanalysen verdanken wir Herrn Dr. M Furtey. 

Experimenteller Teil. 
Allgemeine Bemerkungen uber die Ausfihrung und Aufarbeitung 
der Dehydrierungen. 

Die Dehydrierungen wurden in der Hauptsache nach der 
Vorschritt von Diels, Gidke und Kérding!) fiir die Dehydrierung 
des Cholesterins durchgefiihrt. Die angewandte Selenmenge betrug 
stets etwa '/,—1/,, mehr als das Gewicht der zu dehydrierenden 
Substanz. Die Erhitzungsdauer war je nach der Leichtigkeit, 
mit der die Substanz Selenwasserstoff entwickelt 50—70 Stiu. 
Die Reaktionstemperatur betrug meistens etwa 340°, in einigen 
Fallen wurde etwa 40—50° hoéher erhitzt. 

Das Reaktionsgemisch wurde mit Ather ausgekocht. Das 
nach dem Verdampfen des Lésungsmittels zuriickbleibende dick- 
fliissige, gelbbraune Produkt wird einer ein- bis zweimaligen frak- 
tionierten Destillation unterworfen. Die bei ungefaéhr 125—145 
(12 mm) siedenden Fraktionen wurden jeweils mit etwa ?), des 
Gewichts an Pikrinsiure in alkoholischer Lésung aufgekocht i 
dann verdunsten lassen. Die abgeschiedenen Krystalle wurden « 
einen Tonteller gestrichen und aus Methylalkohol aredeapetallicae 
Schon ein- bis zweimaliges Umkrystallisieren aus Methylalkolo. 
lieferte ein reines Produkt. Der Naphtalinkohlenwasserstoff wun: 
dann durch Erwiirmen des Pikrats mit Ammoniak regenerie!’ 
und ins Styphnat verwandelt, das auch nach ein- bis zweimaligen 
Umlésen aus Methylalkohol den richtigen Schmelzpunkt besa! 
Alle so erhaltenen Priparate des Pikrats (mit Ausnahme ( 
aus Lupeol) und Styphnats schmolzen bei 127° bzw. lo: 
und waren nach der Mischprobe identisch mit den entspreche- 
den gleichschmelzenden, aus Amyrin erhaltenen Priiparaten (: 
Sapotalins. 

Bei allen Beispielen wurden kleine unter 100° (12 mo 
siedende Vorliiufe erhalten; in einigen Fiillen versuchten wir di 





') Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 459, S. 1 (1927). 
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SF aus ein Semicarbazon zu gewinnen, was jedoch nicht gelang. Nur 
9 beim Sarsasapogenin, wo diese tief sledende Fraktion in gréBter 
5 Menge entstanden war, wird daraus ein krystallisiertes Semicarb- 
” azon erhalten. Es sei noch nachgetragen, dai die entsprechende, 


aus Gypsogenin erhaltene Fraktion kein Semicarbazon gibt. 





ln 
Spezielles zu den einzelnen Dehydrierungen. 

7 1. Ascigenin. 

Formel nach van der Haar’): C,,H,,0,. 
ag Das angewandte Priparat verdanken wir Herrn van der 

| Haar. Schmelzp. 308°. 
e & Dehydriert wurden 5g. Da bei 340° nur geringe Umsetzung 
ng [— zu bemerken war, wurde bis etwa 390° erhitzt Dauer 50 Stdn. 
ug Erhalten wurden 0,9 ¢ Atherauszug. Davon sieden bei 12 mm 
en 1. 0,1 g von 70—100°, 2. 0,5 ¢ von 125—145°, 3. 0,3 g von 
it, FB 150—200% Aus Fraktion 2 wurde das Sapotalin-pikrat und 
ln. Styphnat erhalten. Fraktion 1 gab kein Semicarbazon. 
en 
2. Caryocarsapogenin (aus der Rinde von Caryocar glabrum). 

Jas Formel nach van der Haar (Privatmitteilung, noch nicht 
ck- # publiziert): C,.H,,0,. Auch das angewandte Priparat verdanken 
ake wir Herrn van der Haar. Schmelzp. 339°. 
4) Dehydriert wurden 5g wihrend 70 Stdn. bei etwa 340°. 
cles Erhalten wurden 0,7 g Atherauszug. Davon sieden bei 12 mm 
wd 7 1.0.g von 70—100% 2. 05g von 125—145°, 3. 0,1 g 150 bis 
al! # 200°. Aus Fraktion 2 wurde Sapotalin-pikrat und Styphnat 
ert. erhalten. Fraktion 1 gab kein Semicarbazon. 
yh Analyse des Styphnats: 
i 3,826 mg Substanz gaben 7,690 mg CO,, 1,38 mg H,O. 
1. B® C,.H,,0,N, Ber. C 54,92°, H 413%,  Gef. C 54,82°/, H 404%). 
ue 
sul. & 3. Cyclamiretin. 
- Formel nach Dafert*): C,.H,,O,. 
Oe Zur Darstellung des Cyclamiretins wurden 35 g des Cycla- 
nel mins, das wir Herrn Prof. Plzik in Prag verdanken, mit einer 
. Lisung von 21g konz. Schwefelsiure in 700 cem 50°), igen 

_ Alkohols 50 Stunden gekocht, wonach die Substanz keinen Zucker 
ie _ wehr abspaltet. Das so erhaltene rohe Cyclamiretin wird einige- 
dil 5 Tne 


) Ree. Bd. 45, S. 271 (1926). 
*) Arch. Pharmaz. Bd. 264, S. 430 (1926). 
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mal in heiBem Alkohol gelést und mit Wasser gefillt und dany 
schlieBlich aus wiBrigem Alkohol umgelést. Der unscharie Schmelz. 
punkt hegt dann bei etwa 220°. 

Zur Dehydrierung werden 10 g des Sapogenins verwendet 
und zwar erhitzte man 55 Stunden auf 340° Der Atherextrakt 
betriigt 1,5¢. Davon sieden bei 12mm 1. 0,2¢ bis 100°, 2. 1¢ 
von 125—150° und 0,3 g bleiben als Destillationsriickstand zuriick, 

Aus Fraktion 2 wurde das Sapotalin-pikrat und Styphnat 
erhalten. Es wurde nicht versucht, ob Fraktion 1 ein Semicarb- 
azon gibt. 

Analyse des Pikrats: 

3,866 mg Substanz gaben 8,075 mg CO,, 1,555 mg H,0O. 


C,oH,,0,N, Ber. C 57,12%, H 4,28%,  Gef. C 56,97, H 4,50°,. 


4, Guajacsapogenin. 

Formel unbekannt. Das Sapogenin war schon von van der 
Haar’) hergestellt, aber nicht weiter untersucht. Auch wir 
haben vorliutig auf die genauere Charakterisierung verzichtet. 
Zur Herstellung des Sapogenins wurden 100 g Guajacsaponin 
puriss. Merck nach der oben beim Cyclamin gegebenen Vor- 
schrift hydrolysiert, wonach man 43 g des Rohprodukts erhielt. 
Davon wurden 10 g dehydriert, wobei 50 Stdn. auf 340° erhitzt 
wurde. Der Atherextrakt betriigt 2,1 ¢. Davon sieden bei 12 mm 
1. 0.3 g¢ von 70—100°, 2. 1,5 ¢ von 125—145°, 3. 0,2 ¢ von 
150—200°, die gréBtenteils krystallisieren. Aus Fraktion 2 wurde 
Sapotalin-pikrat und Styphnat erhalten. Es wurde nicht versucli, 
ob Kraktion 1 ein Semicarbazon gibt. 


Analyse des Styphnats: 
4,061 mg Substanz gaben 8,14 mg CO,, 1,365 mg H,0. 
C1eH,,0,N, Ber. C 54,92°/, H 4,13°/, xref, C 54,80°/, H 3,80 


’. Glycyrrhetinsaure. 


Formel nach P. Karrer, W. Karrer u. J.C. Chao?) C,H. 
Ausgegangen wurde vom Glycyrrhizin ammon. solub. Schuchar«' 
und dieses nach der Vorschrift verarbeitet, die Karrer fiir (le 
Verarbeitung von SiiBholz angibt. Die gemachten Erfahrunge! 
zeigen, dab letztere Vorschrift fiir unseren Zweck nicht empfehlen 


wert ist. Zur Gewinnung von Glycyrrhetinsiure diirfte es dabe 





1) Arch. Pharmaz. Bd. 251, 8S. 218 (1913). 
2) Hely. Bd. 4, S. 100 (1921). 
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rorliufig wohl besser sein vom SiBholz auszugehen. Die Schwierig- 


; keiten, denen wir bei der Verarbeitung des Ammoniumsalzes 
” begegneten, waren hauptsiichlich folgende. Das Bleisalz adsorbiert 
4 yetriichtiiche Mengen des Ammoniumsalzes, so dab spiiter bei 
" der Bereitung des Kaliumsalzes viel Ammoniak frei wird. Das 


Kaliumsalz war nur schwierig aus Kisessig umzukrystullisieren. 
k ' Nach der Hydrolyse bei gew6hnlichem Druck und Ausziehen des 
Produkts mit Ather bleiben betriichtliche Mengen dunkler Substanz 


‘ ungelést. Durch Umkrystallisieren aus Kisessig, Ligroin und Ather 
wird schlieBlich ein Schmelzpunkt von 285° erreicht. 3¢ dieses 
lycyrrhetinsiiure-Priparats wurden beider Dehydrierung 50 Stunden 
aut 340° erhitzt. Der Atherextrakt betrug 1,5 ¢. Davon sieden 
bei 12mm 1. 0,1 g von T0—100°% 2. 04g von 125—150° und 
etwa 0,9 g bleiben als Destillationsriickstand zuriick. Aus der 
Fraktion 2 wurde das Sapotalin-pikrat und Styphnat gewonnen. 

CI 

i 6. Hederagenin. 

et, Formel nach van der Haar und Tamburello: C,,H,,0,4.4) 

10 Das angewandte Priiparat verdanken wir Herrn van der Haar. 

\r- Schmelzp. 328°. Bei der Dehydrierung wurden 3,8 g Sapogenin 

It. 70 Stdn. auf 346° erhitzt. Vom 0,7 g betragenden Atherextrakt 

ut ZR sieden bei 12 mm 1. 0,1 g von 70—100°, 2. 0,5 g von 1380 bis 

1m 145° und 0,1 g bleiben als Destillationsriickstand zuriick. Aus 
on 9 cer Fraktion 2 wurde das Sapotalin-pikrat und Styphnat gewonnen. 
de J Fraktion 1 gibt kein Semicarbazon. 

ht, 


‘. Mimusopssapogenin (aus den Samen von Mimusops Elengi). 


Formel nach van der Haar (Privatmitteilung, noch nicht ver- 


itentlicht): C,,H,,O,. Das angewandte Priiparat verdanken wir 


Herrn van der Haar. Dasselbe ist nach einer Privatmitteilung. 
u van der Haar identisch mit dem Sapogenin aus Achras sapota. 
‘chmelzp. 326° Zur Dehydrierung wurden 2,5 g des Sapogenins 
0 Stunden auf 340° erhitat, wobei sich etwas Krystalle im Steig- 


+f ] 
P Ye 


It rohr abscheiden. Der Atherextrakt betrug 1 g. Davon sieden 
| bei 12mm 1. 0,1 g von 70—100°, 2. 0,25 g von 130—150°, 
0 5.02 ¢ von 150—200° und 0,3 g bleiben als Destillationsriickstand 
ns ‘urick, Aus der Fraktion 2 wurde das Sapotalin-pikrat und 


x 


her | “vphnat erhalten. 


Chem. Ber. Bd. 54, S. 3148 (1921). 
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8. Quillajasapogenin. 

Formel nach Windaus, Hampe und Rabe’): C,,H,,0.. Das 
angewandte Priiparat wurde aus einem Saponin von Merck durch 
Verseifung mit 3°/,iger Schwefelsiure bereitet. Das Rohprodukt 
wurde zweimal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 

Bei der Dehydrierung wurden 8 g des so gewonnenen rohen 
Priparats 70 Stunden auf 340° erhitzt. Der Atherextrakt  be- 
trug 1,5 g. Davon sieden bei 12 mm 1. 0,2 g von TO0—100° 
2. 0,5 g von 125—150°, 3. 0,2 g von 190—210° und 0,3 ¢ 
bleiben als Destillationsriickstand zuriick. Aus der Fraktion 2 
wurde das Sapotalin-pikrat und Styphnat erhalten. 


9. Sarsasapogenin. 

Formel nach Power und Salway?”): C,,H,,0O,. Das an- 
gewandte Priiparat, das bei 191° schmolz, verdanken wir Hern J , 
vander Haar. Nach einer Privatmitteilung von van der Haar 
ist dieses Sapogenin identisch mit dem Parigenin, dem aus dem 
Saponin Parillin (gewonnen aus Honduras-Sarsaparilla) entstehenden 


Sapogenin. 

Bei der Dehydrierung wurden 4 g des Sapogenins 60 Stunden d 
auf 340° erhitzt. Der Atherextrakt betrigt 1,5 ¢ und davon 
sieden bei 12 mm 1. 0,5 g von 70—100", 2. 0,3 g von 125 bis 
150°, 3. 0,2 g von 170—210° und 0,2 g bleiben als Destillations- C 
riickstand zuriick. fog 

Fraktion 1 riecht wie die héheren aliphatischen Ketone. ‘as 1 
daraus hergestellte Semicarbazon (= 0,4 g) schmilzt nach ein- 1. 
maligem Umkrystallisieren bei 152°. Die Mischprobe mit dem vc 
bei 154° schmelzenden Semicarbazon des Methylisohexyl-ketous b] 
schmilzt bei 153°. W 


3,648 mg Substanz gaben 7,76 mg CO,, 3,28 mg H,0. 
C,H,,ON, Ber. C 58,34% H 10,31°/), Gef. C 58,01°/, H 10,06' 

Die Fraktion 2 gab bei Zusatz von einer Spur Pikrinsiure 
sehr wenig Pikrat, das stark mit iiberschiissiger Pikrinsiiure ver- 
unreinigt war, so daB nicht einmal eine zuverlassige Schmelzpunkts- 
bestimmung mdglich war. Die dickfliissige Fraktion 3 gab em 
briiunlichgelbes Pikrat, woraus ein fester Kohlenwasserstoi #4 
regeneriert werden konnte. | 





















1) Diese Zs. Bd. 160, S. 301 (1926). 
2) Journ, Chem. Soe. Bd. 105, S. 201 (1914). 
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10. Ursolsiure (friiher Urson genannt). 


s = Formel nach van der Haar’): (©,,H,,0g. 
h Ausgegangen wurde von einem Rohpriiparat der Ursolsiure, 
ct das wir der Firma Merck verdanken, und das nach den Angaben 
von van der Haar’) gereinigt wurde. Nach mehrmaligem Um- 
Th | krystallisieren aus Alkohol wurde schlieBlich das reine, bei 275° 
e- @ <chmelzende Priparat erhalten. Davon wurden 10 g 70 Stunden 
" lang bei 340° dehydriert. Der Atherextrakt betrug 2 g (élig mit 
6 wenig Krystallen). Davon sieden bei 12 mm 1. 0,1 g von 70 bis 
- 100°, 2. 1,5 g von 125—145°, und 0,3 g bleiben als Destillations- 
riickstand zuriick. Aus der Fraktion 2 wurde das Sapotalin-pikrat 
und Styphnat erhalten. 
Analyse des Pikrats: 
ne 4,515 mg Substanz gaben 9,405 mg CO,, 1,59 mg H,O. 
rn (.H,,0O,N, Ber. C 57,12°/, H 4,28%  Gef. C 56,81°/, H 3,94%,. 
AT 
on & 11. Zuckerriibensapogenin. 
en Formel nach van der Haar’): C©,,H,,0,. 
| Dieses Sapogenin ist nach van der Haar‘) identisch mit 
en @% den phytosterolartigen Koérpern Oleanolsiure (aus Olivenblittern) 
on @% und Caryophillin (aus Gewirznelken). 
pis Das angewandte Priparat verdanken wir Herrn van der Haar. 
IS Schmelzp. 8305--307°, Zur Dehydrierung wurden 5 g des Sapo- 
- genins 70 Stunden auf 340° erhitzt. Der Atherextrakt betrigt 
Jas l,l g (6lig mit wenig Krystallen) Davon sieden bei 12 mm 
In- 1, 0,1 g von 70—100°, 2. 0,45 g von 120-—-150° und 3. 0,2 ¢g 
en = =von 150—210° (krystallisiert allméhlich teilweise) und 0,1 g 
ys bleiben als Destillationsriickstand zuriick. Aus der Fraktion 2 
wurde das Sapotalin-pikrat und Styphnat gewonnen. 
Analyse des Pikrats: 
"0° 3,903 mg Substanz gaben 8,19 mg CO,, 1,45 mg H,0O. 
ure Me “H,,0,N, Ber. C 57,12°, H 4,28°,  Gef. C 57,22%, HH 4,16°%,. 
vel 12. Cholesterin (C,,H,,0). 
ell )0 g Cholesterin wurden wihrend 60 Stunden mit 60 g Selen 
tof J eul 540—400° erhitzt. Der atherische Auszug des Dehydrierungs- 


') Rec. Bd. 43, S. 369 (1924). 
*) A. a. O. 

*, Ree. Bd. 46, S. 782 (1927). 
‘) Rec. Bd. 46, S. 793 (1927). 






























80 L. Ruzicka und A. G. van Veen, 





produkts wurde zuniichst in einen bei 12 mm unterhalb und eine, 
Oberhalb 200° siedenden Anteil getrennt. Den ersteren zerlecte 
man weiter in folgende Fraktionen (bei 12 mm): 1. 70—100°, 
10g, 2. 130—160", 0,22, 3. 160—190°, 0,4g. Nur die Fraktion 2 
gab etwas Pikrat, aber in so geringer Menge, dab davon eine 
Analyse nicht méglich war. Der Schmelzpunkt hegt bei 110°, 
Mit dem bei 113° schmelzenden Pikrat des ¢-Methyl-naphtaiins 
findet eine starke Schmelzpunktsdepression statt. 


13. Betulin (C,,H,,0,). ej 
Das angewandte Priparat wurde aus Birkenrinde hergestellt be 
nach der Vorschrift von U. Hausmann.!) Fiirs Auskochen der ) 
Rinde wurde absoluter Alkohol benutzt. Nach dem Zusetzen Nc 
von Ammoncarbonat und Abfiltrieren wird mit Wasser gefiillt, {he 
Das erhaltene Produkt schmilzt nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol bei 244° und nach viermaligem bei 250° Die ky 
Ausbeute betrug etwa 10°/, an fast reinem Betulin aus sortiertei 
Rindestiicken, die reich an Bast waren. 
10 g davon wurden bei der Dehydrierung 70 Stunden von Un 
340—30° erhitzt, wobei bei der héheren Temperatur mehr Selen- 
wasserstoffentwicklung beobachtet wurde. Der iitherische Auszuz 


des Dehydrierungsgemisches betrug 2,0 g. Davon sieden ber i zesi 
12 mm 1. 0,2 g von 70—100°, 2. 1,2 g von 125—145°, 3. 0,4 ¢ reg. 
Nachlauf sieden unscharf bis weit oberhalb 200° und 0,2 g bleiben zel( 
als Destillationsriickstand zuriick. Aus der Fraktion 2 wurde das refi 
Sapotalin-pikrat und Styphnat gewonnen. teh 
14. Lupeol (C,,H,,0). i 

Das angewandte Priiparat wurde nach N. H. Cohen’) au hol 
Bresk hergestellt. Das Benzoat schmolz bei 250° und das naci Wir 
Verseifung und zweimaligem Umkrystallisieren erhaltene Lupeo! os 
bei 210° Davon wurden 6g dehydriert. Da bei 340° keine = 
Umsetzung mit Selen zu beobachten war, wurde die Temperatur J. “ 
langsam gesteigert. Erst bei etwa 380° war deutliche Gasent- it 7 


wicklung zu beobachten. Das Gemisch wurde 70 Stunden au 


380 —410° erhitzt. Erhalten wurden 5,1 g in Ather loslicher J7—— 
Umsetzungsprodukte, die im Gegensatz zu denen aus den Sx} ” 
geninen sowie aus Betulin eine sehr ziihfliissige Masse darstelic’ . 





yids) 


Zunichst wurde in einen oberhalb und einen unterhalb 2! 
Der tiefer siedende wird 






') Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 182, 8. 368 (1876). 
?) Ree. Bd. 28, $8. 368 (1909). 










































Saponine, Sapogenine und analoge Verbindungen. II. 8] 


nochmals fraktioniert (12 mm): 1. 0,1 g von 70—100°, 2. 0,5 ¢ 
“a son 125—145°, 3. 0,2 g von 150—200°. Der héhersiedende Anteil 
wurde im Hochvakuum traktioniert und dabei noch folgende Fraktionen 
aufgefangen: 4. 0,25 g von 150—200”", dickfliissig mit wenig Kry- 
stallen und 5. 4 g von 240—270°, glasharte fluoreszierende Masse. 

Die Fraktion 2 gibt eine sehr geringe Menge eines rétlichen 
Pikrats, das nach Umkrystallisieren aus Alkohol bei 134° schmilzt. 
Die erhaltene Menge war aber so gering, daf die Ausfiihrung 
einer Mikroanalyse nicht méglich war. Eine Mischprobe mit dem 


lt vei 188° schmelzenden Pikrat des Trimethyl-naphtalins, das aus 
ler ier Agathen-disiure!) sowie aus Squalen*) erhalten wird, gibt keine 
en schmelzpunktsdepression. Wir méchten aber die Entscheidung iiber 
lit. ie Natur des Pikrats einer eingehenderen Untersuchung vorbehalten. 
lli- Das Produkt der Fraktion 5 lieB sich aus Alkohol in 
Nie xrystallisierter Form gewinnen und bestand nach Schmelzpunkt 
ten etwa 173°) und Analyse aus Lupeylen. 


Tuatersuchung der Additionsfahigkeit von Amyrin, Lupeol und 
Betulin an Digitonin. 


ng [ie Proben wurden nach der Vorschrift von Windaus*) aus- 
be Bceihrt mit dem Unterschied, dai wir in konzentrierter Liésung 
4g varbeitet haben. Es wurden 200 mg Digitonin in 5 cem Alkohol 
peu zelist und dazu 100 mg des Harzalkohols in 5 com Alkohol zu- 
das veliigt. Die Lésung wurde kurz erwarmt und dann 24 Stunden 


‘ehen gelassen. Bei Anwendung von reinem 1. ¢-Amyrin, 2. rohem 
Anyringemisch (das nicht tibers Benzoat gereinigt war), 3. Lupeol 
ud 4, Betulin entstand in keinem Falle ein Niederschlag. 
‘holesterin (5) gab dagegen entsprechend den Angaben von 
Windaus unter den gleichen Bedingungen mit Digitonin sehr 
rsch einen dicken Niederschlag. Alle Proben wurden durch 
Zasatz von 15 com Wasser und 15 ccm Ather und kriiftiges [urch- 
chitteln aufgearbeitet. Die iitherische Schicht wurde je zweimal 
nut Wasser gewaschen, verdampft und der Riickstand bei 150° 
“ BBevrocknet. In der oben angegebenen Reihenfolge betragen die 


') Ruzieka u. Hosking, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 469, S. 174 
i P94); Ruzicka, Steiger u. Schinz, Helv. Bd. 9, S. 975 (1926). In 
fesen Abhandlungen befindet sich allerdings die irrtiimliche Angabe, daB 

ich um ein Methyl-iithyl-naphtalin handle. Neuere Untersuchungen 
lann 2 ten uns jedoch, daB der Kohlenwasserstoff ein Trimethy|-naphtalin ist. 

’2. eine demniichst erscheinende Abhandlung der beiden erstgenannten. 
‘) Privatmitteilung von I. Heilbron. 

Chem. Ber. Bd. 42, S. 240, 244 (1909). 
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Riickstiinde: 1. 98, 2. 81, 3. 89, 4. 92 und 5. 9,3 mg. Die 
zuriickgewonnene Menge Cholesterin entspricht etwa dem ap. 


gsewandten UberschuB. 


Untersuchung der entgiftenden Wirkung von Cholesterin, Amyrin, 
Betulin und Lupeol auf Digitonin unter Anwendung von Kaulquappen 


Cholesterin. 1 ccm einer 1°/, igen alkoholischen Digitonin. 


A to) 
lésung wird mit 0,5 ccm einer 1°/,igen alkoholischen Cholesterii 


lésung versetzt, wobei bald ein voluminéser Niederschlag entstelit, 


Ilyas Gemisch wird am Wasserbad zur Trockne verdampft, de: 


erhaltene Riickstand mit 10 ccm Wasser digeriert und filtriert, 


In dieser Lésung bleiben einige T'age alte Kaulquappen sehr munte: 
und zeigen auch nach lingerer Zeit normale Entwicklung. 

Als Kontrollversuch wurde von der gleichen 1°/, igen Digitonin- 
lésung | ccm zur Trockne verdampft und der Riickstand in 10 cen 
Wasser gelést. Bringt man in diese Lésung gleichaltrige Kaul. 
quappen, so werden sie rasch sehr unruhig und sterben nach 
einigen Minuten unter typischen Krampferscheinungen. 

Gemisch von ae- und B-Amyrin, Es wurde hier wie auc! 
bei den anderen unten erwahnten ‘'riterpenalkoholen in der bein 
Cholesterin beschriebenen Weise gearbeitet mit dem einen Unter. 
schiede, daB zu 1 ccm der alkoholischen Digitoninlésung iiber 
1 ccm der alkoholischen Lésung des Triterpenalkohols zugefiizt 
wurde, wobei in keinem der untersuchten Falle ein Niederschlag 
entstand. Das hier angewandte Gemisch der beiden Amy 
war in der tiblichen Weise aus Manila-elemi isoliert und zweima 
aus Alkohol umkrystallisiert, dagegen war es nicht tiber ci 
Benzoat gereinigt. In dem daraus nach obiger Vorschrift her 
gestellten wiBrigen Auszug blieben die Kaulquappen, nachdeu 
sie sich nach anfanglichen schwachen Krampferscheinungen ras: 
erholt hatten, bei mehrtiigiger Beobachtung munter und norm. 
weiter wachsend. Wird dagegen das gleiche Amyringemiscl v0 
der Verwendung zu dieser Probe noch mehrere Male umkrystallisie™ 
so sterben die Tiere unter Krampferscheinungen nach 30 
40 Minuten. ks scheint also, dab dem Amyringemisch viellec:' 
ein anderer entgiftend wirkender Stofi beigemengt ist. 

¢-Amyrin (Schmelzp. 172°), @-Amyrin (195°), Lup: 
(210°, Betulin (251°). Die bei der Anwendung aller die: 
Triterpenalkohole hergestellten wii8rigen Ausziige waren fir © 
Kaulquappen sehr giftig. Nach heftigen Krampferscheiun?” 
gingen die Tiere nach etwa 10—12 Minuten zugrunde. 


L] 






















Die Spaltung von Glycylglycin, Alanylglycin und Leucylglycin 
durch Darm- und Malzpeptidasen. 





Von 
—_ K. Linderstrem-Lang und Masakazu Sato. 
os Mit 5 Figuren im Text. 
der 
‘ert, (Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 
inte! (Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 192.) 
ae Ks ist schon lange eine Tatsache, dab die auBerordentliche 
ase intensitit der Tatigkeit der Enzyme auf Kosten eines allgemeineren 
~— Wirksamkeitsgebiets gewonnen ist. Die Spezifititsgrenzen, inner- 
vais nalb welcher die Enzymwirkung sich abspielt, sind meistens sehr 
eng, wie eng weiB man speziell in der Proteasechemie nur in 
si wengen Fallen. Die Untersuchung dieser Grenzen st6ft nimlich 
| auf Schwierigkeiten, die damit zusammenhiingen, dai die zur 
in | (ntersuchung vorliegenden Enzymlésungen nicht definiert sind 
ws iid Mischungen mehrerer aktiven Komponenten sein kénnen. 
a Jie Bestimmung der Spezifitit muB deshalb, wie die frucht- 
‘ / aren Arbeiten der Willstitterschen Schule gezeigt haben, 
ae cumer mit Trennungs- und Reinigungsversuchen iiber die ver- 
iiges _wendeten Enzyme parallel gehen. 
~ Die Untersuchungen, iiber welche die folgende, kleine Arbeit 
‘ais verichten soll, schlieBen sich nahe an die von dem einen von 
us friher verédffentlichte Abhandlung tber Darmerepsin (1). Es 
i 1 wurde hier gezeigt, daB Darmerepsin wenigstens zwei Dipepti- 
th a piasen enthalt, die sich durch ihr p,,-Optimum, ihre Spezifitat, 
, Se Sabilitit und ihr Verhalten gegeniiber Tonerde unterscheiden 
a Assen, Dipeptidase [ hat ihr p,-Optimum bei p,, etwa 7,3, ist 
oe sehr instabil in wiiBriger Losung und spaltet Leucylglycin und 
ve _‘lycylglyecin mit etwa derselben Geschwindigkeit. Peptidase II 
ane’ ‘paltet naximal bei p,, etwa 8,1, ist selbst in wiBriger Lisung 
youre stabil und vermag Leucylglycin zu spalten, Glycylglycin 
Fir eorr hur mit geringer Geschwindigkeit. 
nal Kieser Befund hat sich bei weiteren Versuchen bestiitict. 


‘ndem wir das Dipeptid Alanylglycin in die Untersuchung herein- 
6” 
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gezogen haben, ist noch eine Erweiterung erhalten worde: 
Peptidase I (oder eine Peptidase, die mit diesem Enzym yer. 
wandt ist, vgl. spiiter) spaltet Alanylglycin etwa 8 mal schnelle: 
als Leucylgiycin und mit dem p,-Optimum etwa 7,5. Peptidase |) 
hingegen greift zwar dieses Peptid an, die Spaltung verlauft abe. 
mindestens 5mal langsamer als die Leucylglycinspaltung, und das 
Optimum legt bei p,, etwa 8,2. Zwei Enzymlésungen der g. 
nannten Peptidasen, die mit Riicksicht auf Leucylglycinspaltun; 
gleich sind, kénnen somit in bezug auf Alanylglycinspaltung se); 
verschieden sein, und sich wie 1:40 verhalten. Die Zahlen sini 
doch hier wie in der vorigen Arbeit wegen der Schwierigkeit de: 
Versuche (Hemmung durch Begleitstoffe usw.) mit Vorbehalt ge. 
geben. 

Hine Analogie dieser Versuchsergebnisse haben wir beiy 
Studium der Malzenzyme gefunden. In einer friitheren Arbeit 2 
haben die Verfasser die vorliiufige Untersuchung iiber Mal. 
proteasen von Mill und Linderstrgm-Lang (3) erweitert, w 
es ist gelungen, die von diesen Forschern beschriebene, sehr phos. 
phat-empfindliche Peptidase des Malzes durch Adsorption mi: 
Ferrihydroxyd bei schwach alkalischer Reaktion von der Mali. 
; oteinase zu trennen. Die proteinasefreie Peptidase hatte da. 
p, Optimum 8,6 (in phosphatfreier Lésung!) und zeigte gegen. 
iiber Glycylglycin keine nachweisbare Titigkeit. Hingegen wa 
die Angreifbarkeit des Alanylglycins nicht unbedeutend (etwa ‘, 
von der des Leucylglycins), aber das Optimum lag bei p,, 7. 
und die Enzymlésung hatte somit den Charakter einer Mischun: 
Da die als Ausgangsmaterial fur die Peptidasedarstellung benutztx 
Rohausziige durch waBrige Extraktion des Griinmalzes und nac:- 
folgende Dialyse gewonnen waren, konnte man sich wohl vor 
stellen, daB ein Enzym vom 'ypus der Peptidase I in der ¢ 
reinizten Lisung gréBtenteils zugrunde gegangen war. Wir extr 
hierten deshalb Griinmalz mit Glycerin und fanden tatsiichlich 1 
Auszug reichliche Mengen eines Enzyms von den erwartet 
Kigenschaften: Stark wirksam gegeniiber Alanylglycin, nicht uw 
erheblich wirksam gegeniiber Leucylglycin und Glycylglycin, }, 
Optimum 7,8. 

Es geht also aus diesen orientierenden Versuchen hier‘ 
daB die friiher fir Darmerepsin gefundenen Resultate analog ™ 
ptlanzliche Enzyme gelten kénnen. Freilich sind die p,,-Opt™ 
der Malzpeptidasen gegeniiber denjenigen der Darmenzyme etwa': 
in alkalischer Richtung verschoben, aber die Ahnlichkeit ist doce 
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rden, so grob, daB die Enzyme in bezug auf Typus als gleich an- 
ver- susehen sind. Wir bemerxen, daB die Peptidase II des Malzes 
eller § (ptimum 8,6) auch das 'Tripeptid Leucylglycylglycin angreift. Die 
se |] Folgerungen dieses Befundes werden in Zusammenhang mit weiteren 
abe: Spezifititsuntersuchungen in einer gréBeren Arbeit, die in den 
d das Comptes-rendus du Laboratoire Carlsberg erscheinen wird, niiher 
r ge. u diskutieren sein. In dieser Publikation werden auch die stark 
ltung JF schwankenden Angaben der friiheren Literatur zusammengestellt 
gel) and besprochen. Hier werden wir nur feststellen, dab das hier 
sind JF gefundene Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten von Glycyl-. 
t de fF Alanyl-, Leucylglycin mit Peptidase I am besten dem von Grass- 
It ge- mann (4) fiir die Hefedipeptidase gefundenen entspricht. Wie- 
weit die Spaltung des Alanyl- und Glycylglycins mit Pepti- 
heim #F dase I einem einzigen Knzym oder aber zwei verschiedenen zu- 
eit 2 [— zuschreiben ist, 1aBt sich noch nicht sicher beantworten. Jeden- 
Mal. & calls miissen die zwei Enzyme sehr verwandt sein. Kin Knzym 
, uni f& von den Eigenschaften der Peptidase II ist, so weit wir wissen, 
phos {& uicht vorher in der Literatur beschrieben worden. 
rue Dem Herrn Professor 8S. P. L. Sorensen, der mit groBem 
Mal (% Interesse diese Arbeit gefolgt hat, sind wir zu aufrichtigem Danke 
te das verpflichtet. 
re crel). 


Experimenteller Teil. 


mh WH 
= A. Darstellung der Enzymlosungen. 
U8. | 1. Wasserauszug von ,Roskilde III“. 
chung sg ,,Roskilde III“ — ein Trockenpriiparat, dargestellt aus Darmschleim- 
g Seapets COQEae 
vutzte, ME oaut von Schweinen durch Trocknen mit Aceton und Ather — wurden mit 
= 0) com Wasser bei 18° eine Viertelstunde geschiittelt, dann im EKisranm 
ss _ auf den Filter gebracht. Das nach 8 Tagen durchgelaufene Filtrat wurde 
iL vor braucht. Bei +1° aufbewahrt. 
ler ' , 
we Glycerinauszug von ,Roskilde III*. 


lich io Ae. 8 ¢ ,,Roskilde III mit 100 cem 53°/, Glycerinwasser geschiittelt und 
7 ‘ei Zimmertemperatur filtriert. Bei — 10° aufbewabhrt. 


ht w 3. Glycerinauszug von frischen Schleimhauten. 

ip. ve i Der Schleimhaut mischte man das doppelte Volumen 88"/, Glycerin zu. 
. Die Mischung wurde bei — 10° aufbewahrt und diente zur Gavetaiions des 
al vrwendeten Glycerinauszugs in der Weise, daB sie, mit demselben Volumen 

hervo Wasser verdiinnt, zentrifugiert wurde. Das Zentrifugat wurde bei — 10° 


log ti | 4.f bewahrt. 


Opt e 4. Proteinasefreie Peptidaselésung aus Malz. 


. Gut gemahlenes Griinmalz mit */, Volumen Wasser gemischt extrahierte 
st dO Man 2 Stunden bei 30°, Die Mischung wurde filtriert und das Filtrat unter 




























Sb K. Linderstrem-Lang und Masakazu Sato, 


vermindertem Druck dialysiert. Die dialysierte Lésung mit gleichem Volun 
Glycerin verdiinnt, unterwarf man einer Adsorption mit Ferrihyd: 
bel py 8.4. Die Restlisung war proteinasetrei. Bei 1° aufbewal 





irt. 


5 ‘fe , 29 > 71) ‘ > Sy} ‘ y 
5. Glycerinausz ug aus GI iinmalz. 
200 g Griinmalz in der Fleischmaschine gemahlen, mit 200 cem 
cerin innig gemiseht. Im Eisraum filtriert und aufbewahrt. 


B. MeBmethode und Bezeichnungen. 


Die Peptidspaltung wurde durch Titration der gebilde: 


Carboxylgruppen vertolgt. Die Austiihrung ist friiher 1), 2 
schrieben worden. Hier sei nur angefiihrt, dab die Verdauun: 
tliissigkeiten pro 2 cem 0,2 Millimol der Dipeptide enthielte: 
4.00 ccm von der bei der Titration verwendeten Laugelisun- 
n 20 KOH, entsprechend. p,, wurde gewéhnlich vor und nach 
Spaltung gemessen, in einigen Fallen doch nur vor der Spaltuy: 
Die in den folgenden Tabellen mit .,etwa bezeichneten p,-Wer 
sind aus Messungen identisch zusammengesetzter Versuchslisunz 
anderer Serien genommen. 

ce bedeutet die Anzahl der Kubikzentimeter Enzymiisx: 
pro Kubikzentimeter Verdauungsiliissigkeit. 
bedeutet derCarboxylzuwachs in Kubikzentimeter n 
pro 2 cem Verdauungstiiissigkeit. 


>a 


, 


C. Versuchsergebnisse. 
Tabelle 1. 
Spaltung von Glyeyigivein, Alanylglycin und Leucylglycin mit einem Was: 
auszug von Roskilde III. 8 Tage bei 1° aufbewahrt. 30 Minute: 


ey; = 0.2 in allen Fallen. 





= es lanclel cer} eee ee pee 
Givevigivein Alanvlglvein Leuevlglvei 
Y Ti<» DOrr 
s 58 Pil PH 
vorund nach - a vor und naen w vor una nach 
der Spaitung ager spaitung ager Spaitung 
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p,,-Kurven der Spaltung von Leucyl-, Alanyl- und Glycylglycin durch einen Wasser- 
auszug von Roskilde III. Verdauungszeit 50 Min. Temp. 40° 
Die Kurven entsprechen den Zahlen in Tabelle 1. 
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-. p  7Kurven der Spaltung von Leucyl-, Alanyl- und Giycylglycin durch einen friscien 
Glycerinauszug von Roskilde III. Verdauungszeit 30 Min. Temp. 402, 
Die Kurven eutsprechen den Zahlen in Tabelle 2 
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Tabelle 2. 
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Spaltung von Glycylglycin, Alanylglycin und Leucylglycin mit eine, 
frischen Glycerinauszug aus Roskilde III, 30 Minuten 40°. 





Glycylglycin c,, = 0,1 


Pr: 

vor und nach | c 
der Spaltung | 

95 5,95 | 0,26 
6,4 6,85 0,39 
7,2 1,5 0,35 
Pe 450 0,36 
463 7,0 0,36 
7,85 7,95 0,35 
86 $6 0,16 





Alanylglycin ¢,,= 0,025 


Pi 


vor und nach 
der Spaltung 


6,25 6,2 0,75 
7,0 7,0 1,21 
7,65 7,7 1,26 
8,4 8,45 0,92 


Tabelle 3. 


ee 


Leucylglycin ¢,.= 0,1 


Pu 
vor und nach | 


der Spaltung | 





5,95 5,9 0,40 
6,45 6,4 0,95 
7,2 7,3 1,32 
7,6 Py 1,33 
7,85 7,95 1,34 
8,3 8,35 1,24 
8,6 8,6 1,17 
9,1 9,1 0,22 


Spaltung von Glycylglycin, Alanylglycin und Leucylglycin mit einem 
Glycerinauszug aus frischen Dirmen. 30 Minuten. 40°. 





Glyeylglycin 
Pir 
vor und nach » 
der Spaltung 
Ch = 0,2 

5,85 5,85 0,41 
6,35 6,35 0,91 
6,65 6,65 1,37 
7,25 7,4 1,61 
1,65 7,75 1,46 
7,9 8,0 1,25 
82 &2 0,67 
8.55 8.6 0,23 








Alanylglycin 


Pr 
vor und nach a 
der Spaltung 


Cp = 0,025 
6,5 _ 0,97 
6,95 1,53 
7,45 1,70 
7,75 1,53 
8,1 1,44 
8,3 1,17 

Cy = 90,0125 
6,55 — 0,36 
6,95 = 0,74 
7,15 0,83 
7,45 0,88 
8,1 0,83 
8,4 0,65 
8,7 0,33 











Leucylglycin 
Pi 
vor und nach J 
der Spaltung 


Ch = 0,2 





5,95 6,0 0,99 
6,35 6,45 1,55 
6,55 6,65 1,82 
7,15 = 7,35 1,90 
7,5 7,65 1,86 
7,85 8,0 1,79 
8,2 8,2 1,61 
8,55 8,6 1,26 
Cy = 90,1 
6,2 6,25 0,40 
6,65 6,7 0,64 
6,9 6,9 0,82 
7,2 7,45 0,9! 
7,65 17,25 0,95 
8,00 8,1 0,99 
8,35 8,4 0,97 


0,72 
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nem Py 
p,,-Kurven der Spaltung von Leucyl-, Alanyl- und Glycylglycin durch einen Glycerin- 
auszug von frischen Dirmen. Verdauungszeit 50 Min. Temp. 40°. 
Die Kurven entsprechen den Zahlen der ersten Abteilung der Tabelle 3 














v4 Be. 4 p.,-Kurven der Spaltung von Leucyl-. Alanyl- und Glycylglycin durch proteinase- 
freien Malzauszug. Verdauungszeit 120) Min. Temp. 40°, 
Die Kurven entsprechen den Zahlen der Tabelle 4. 
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Tabelle 4. 







































Spaltung von Glycylglyein, Alanyiglycin und Leucylglycin mit proteinase ‘ 
freiem Malzauszug. 120 Minuten. 40°. c,, = 0,2 in allen Fillen. 
Glyeylglycin Alanylglycin Leucylglycin 
Pi Pi Pit 

vor und nach ; vor und nach | vor und nach V 

der Spaltung der Spaltung der Spaltung d 

etwa 6,6 etwa 6,05 etwa 6,05 -- 0,09 
6,95 ~0,01 , 66 — 0,11 » 68 0,09 | 
y Br 0 7,05 7,05 0,14 , 695 - 0,12 
8,0 0 7,25 7,25| 0,17 7,25 7,25 0,12 | 
8,3 0,05 7,55 7,65 0,24 7,6 7,65 0,33 
, 8,65 0,03 7,85 7,95 0,25 7,9 7,95 0,56 ' 
9,2 0,02 8,25 0,22 8,3 8,35 0,87 
— 8,6 0,18 8,65 8,65 1,02 
in sa 92 — | 0,01 92 92) 0,51 . 
Yl 
fr 
tr 
a 





ee 


a/ 
o / 
v/ 


/ | 










Fig. 9. Py, 7Kurven der Spaltung von Glycyl-, Alanyl- und Leucylglycin durch einen Glycer 
auszug von Malz. Verdauungszeit 60 Min. Temp. 40°. 








Die Kurven entsprechen den Zahlen in Tabelle 5. 
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Tabelle 5. 


Spaltung von Glycylglycin, Alanylglycin und Leucylglycin mit Glycerin- 
auszug aus Malz. 60 Minuten. 40°. ¢, = 0,05. 











Glyeylglycin Alanylglycin Leucylglycin 
Pu | Pi Pi 
yor und nach % vor und nach vor und nach i 
der Spaltung der Spaltung der Spaltung 
5,85 5,85 0,06 6,0 6,0 0,27 6,05 6,05 0,09 
6,75 6,75 0,11 6,85 6,85 0,84 6,85 6,85 0,16 
7,55 1,55 0,20 7,65 7,85 1,38 7,5 7,5 0,29 
7.85 1,85 0,23 7,85 8,15 1.38 7,85 7,85 0,35 
8,6 8,6 0,13 8,6 8,6 1,17 etwa 8,25 0,54 
92 9,2 0 92 92 0,09 8.6 8.6 0,61 
“ — — . - 9.2 9,2 0,09 


Tabelle 1 und Fig. 1 zeigen die Versuche mit einem wib- 
rigen, eine Woche aufbewahrten Auszug von Darmpulver. Als 
friiher (1) erwaihnt hat man Grund anzunehmen, dab diese Lisung 
frei von Peptidase I ist, und das p,,-Optimum liegt tatsiachlich 
auch bei p,, etwa 8,2 fiir sowohl Alanyl- als Leucylglycinspaltung. 
Die Glycylglycinspaltung ist sehr ungenau bestimmt, und das 
Optimum deshalb nicht sicher festzustellen. Das Verhiltnis Leu- 
cylglycin- zu Alanylglycinspaltung ist etwa 5. 

In Tabelle 2 und Fig. 2 sind Versuche mit einem Glycerin- 
auszug von demselben Darmpulver angetiihrt. Der Vergleich mit 
Tabelle 1 und Fig.1 zeigt den groBen Unterschied der zwei En- 
zympraparate, speziell hinsichtlich der Alanylglycinspaltung. Die 
Lisung ist als eine Mischung der zwei Peptidasen anzusehen. 

Der Glycerinauszug von frischen Dirmen, mit dem die Ver- 
suche in Tabelle 3 und Fig. 3 ausgefiihrt sind, enthalt wahr- 
scheinlich vorzugsweise Peptidase I. Auffallend ist wieder hier 
die groBe Alanylglycinspaltung (etwa 8 mal griéBer als die Leucyl- 
glycinspaltung). 

Die Tabellen 4 und 5 und Figg. 4 und 5 enthalten endlicl: 
die entsprechenden Versuche mit Malzpeptidasen. Ein Vergleich 
der Figg. 4 und 5 zeigt in iiberzeugender Weise, wie die zwei 
Enzymwirkungen sich iiberlagern. Die proteinasetreie Peptidase- 
lisung (Fig. 4) ist sehr arm an Peptidase 1, wihrend der Gly- 
cerinauszug (Fig. 5) reichliche Mengen beider Enzyme enthilt. 
Peptidase I spaltet wahrscheinlich hier Alanylglycin etwa 6 mal 
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rascher als Glycyl- und Leucylglycin. Eine Wirksamkeit der 
Peptidase II gegeniiber Alanyl- und Glycylglycin ist kaum nach- 
zuwelsen. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung hat als Resultat gegeben, daf sowoh! 
Darm- als Malzerepsin zwei Dipeptidasen enthalt. Die p,,-Optima 
liegen fiir die Darmpeptidasen bei 7,3 und 8,1, fir die ent- 
sprechenden und sehr ihnlichen Malzpeptidasen bei 7,8 und &,6. 
Die Enzyme unterscheiden sich durch ihre sehr verschiedenen 
Wirkungen gegeniiber den Peptiden Leucyl-, Alanyl- und Glycy)- 
glycin. 
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Uber die Proteasen héherer Pflanzen. 


Vierzehnte Abhandlung iiber Pflanzenproteasen 
in der von R, Willstiitter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe. 


Von 
Otto Ambros und Anna Harteneck. 


Mit 1 Figur im Text. 


Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I, G. Farbenindustrie—Aktiengesellschaft, 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Juli 1929.) 


Es liegt in der historischen Entwicklung der Enzymchemie 
hegriindet, daB, nachdem das Wesen der Knzymreaktionen er- 
kannt war, nun eine groBe Fiille von enzymatischen Wirkungen 
pilanzlichen und tierischen Materials gesammelt und beschrieben 
wurde. Spiter folgte dann der Ausbau und die Verfeinerung der 
MeBmethodik enzymatischer Reaktionen, besonders als die Hin- 
stellung optimaler Reaktionsbedingungen und die Ausschaltung 
aktivierender oder hemmender Enzymbegleitstoffe beriicksichtigt 
wurden. Damit war auch erst die (srundlage einer gesicherten 
Systematik gegeben und es konnte eine Ordnung und Zusammen- 
lassung der verschiedenen bekannten Knzymwirkungen auf einige 
wenige Enzymtypen angebahnt werden.') Diese Bestrebungen 
werden um so fruchtbarer sein, je umfangreicher das experimen- 
telle Material und je gesicherter die Kennzeichnung der ver- 
schiedenen Fermente z. b. durch ihre Spezifitiit ist. 

Kinen Beitrag in dieser Richtung liefert die vorliegende Mit- 
tellung fiir die Chemie der Proteasen héherer Pflanzen. 

Auf Grund der Ergebnisse einer friiheren Abhandlung dieser 
Reihe?) schien der EKinflu8 von Blausiiurezusatz auf die Wirkung 
ptlanzlicher Proteasen ein Kriterium fiir ihre Kinteilung zu sein. 
Kinige Knzyme, wie z. B. Papain oder Bromelin, werden in ihrer 
Spaltungskraft gegeniiber Gelatine verstarkt und in ihrem Wirkungs- 
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bereich nach der Seite niederer EiweiBkérper erweitert. Andere 
Proteasen dagegen, z. B. aus Kiirbis oder Gurken, werden durch; 
Blausiiure in ihrer Wirkung bedeutend gehemmt. 

Der Wert dieser Einteilung wurde jedoch bereits eingeschriinkt, 
als in der 12. Abhandlung dieser Reihe*) erkannt wurde, dab es 
Enzympriiparate aus frischem Papayafriichten gibt, die des Akti- 
rators Blauséure nicht bediirfen und schon allein z. B. Peptone 
zu spalten vermégen. In diesen Untersuchungen ergab sich, 
daB im Knzymsystem hoherer Pflanzen ein Aktivator vorkommt, 
den wir Phytokinase bezeichneten und der die Rolle der Blau- 
siure zu iibernehmen vermag. Die Existenz dieser Phytokinase 
ist dadurch gesichert, daB wir aus dem Fruchtfleisch voll ent- 
wickelter, aber noch griiner Papayafriichte einen Zellsaft isolieren 
konnten, der proteolytisch unwirksam und auch in den gewihlten 
Versuchszeiten ohne jede ereptische Wirkung war und der un- 
aktivierten Milchsaft voll zu aktivieren vermochte. Ein ahnlicher 
biclogischer Aktivator ist von W.GraBmann u. H. Dyckerhoff* 
in der Hefe und von E. Waldschmidt-Leitz*) in der Milz gefun- 
den worden. 

In Fortsetzung dieser Untersuchungen und bei der Ausdehnung 
auf ein gréBeres Untersuchungsmaterial pflanzlicher Proteasen er- 
gab sich, daB auBer den beiden typischen Enzymwirkungen des 
Papains mit seiner Blausiiureaktivierbarkeit und der Kiirbisprotease 
mit ihrer Blausiurehemmbarkeit auch solche gefunden wurden, 
welche nur gegen einzelne Proteinsubstrate eine Aktivierbarkeit 
bzw. Hemmbarkeit zeigen und damit die Uberginge zu den obigen J ,,, 
Extremen darstellen. De 

Neben dem Papain zeigen noch verschiedene Milchsifte von & 
Ficusarten die Blausiiureaktivierung in wechselnder Starke, we fq; 
auch fiir den Typus der durch Blausiiure gehemmten Proteasen 
neue Vertreter gefunden wurden. Pe 

Auch bestiitigte sich, worauf in der 12. Abhandlung®) bereits & sit 
hingewiesen wurde, daB die Papayafrucht Proteasen verschiedenet 1); 
Spezititit hat. Der Milchsaft zeigt stets einen reinen Papaintyy. 
dagegen entsprechen die Fruchtsiifte und besonders die Samen- & j, 
extrakte mehr dem Kiirbistyp. Selbst bei Kiirbis- und Gurker- & ,,, 
friichten kénnen im unreifen Zustand noch Blausiureaktivieruns: J ,., 
effekte beobachtet werden, welche sich aber dann mit der Kut & p, 
wicklung zur Reife verlieren. 

Unter Erhaltung der alten Einteilung der pflanzlichen Pr- 
teasen in die beiden Proteinasentypen des Papains und des Kiir)s 
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;onnten diese Ubergiinge durch eine wechselnde Zusammensetzung 
des (remisches beider Enzymtypen erklirt werden. 

Weitere Ergebnisse lassen sich jedoch schwieriger mit dieser 
Annahme erklaren. Die Fruchtsiifte, welche unter den gewoéhn- 
lichen Versuchsbedingungen durch Blausiiure aktiviert wurden, 
zeigten bei einer langeren Versuchsdauer plétzlich starke Hemm- 
parkeit. Es scheinen dabei durch Blausiure hemmbare Enzyme 
wirksam zu werden, die erst auf die durch die Proteinase ent- 
standenen Abbauprodukte spezifisch eingestellt sind und den 
Charakter von Peptidasen haben. Es wurde bereits in friiheren 
Arbeiten gezeigt’), daB z. B. im Saft des Kiirbis und auch 
im Samenextrakt der Papayafrucht eine Dipeptidase vorkommt. 
Der Nachweis dieser Dipeptidase gelang in den verschiedensten 
Friichten und es ist von besonderer Bedeutung, dab ihre Wirkung 
durch Blausiture hemmbar ist. Dieser Befund an dem Material 
jer héheren PHlanze steht in bemerkenswerter Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen, die W. GraBmann u. H. Dyckerhoff®) an 
der Hefe und K. Josephson und H. vy. Euler®) am Darmerepsin 
gefunden haben. Auch im p,,-Wirkungsoptimum stimmt die Di- 
neptidase aus den verschiedensten Ausgangsmaterialien sowohl 
tierischer als pflanzlicher Herkunft annihernd iiberein. Dieses 
Ergebnis spricht fiir die Annahme einer Identitit tierischer und 
pianzlicher Enzyme. 

(sleichzeitig konnte bei den héheren Pflanzen auch eine Tri- 
peptidase, wie sie bereits W. GraBmann u. H. Dyckerhoff!”) 
bei den Enzymen von Hefe beschreiben, nachgewiesen werden. 
Doch hat diese mit der Proteinase die Aktivierbarkeit durch Blau- 
siure gemeinsam und es bleibt einer weiteren Arbeit vorbehalten, 
die Grenzen ihrer Spezifitit zu erfassen. 

Diese Erkenntnisse, die aus unseren Versuchen iiber die 
Peptidase gewonnen wurden, stiitzen die Annahme, daf die Blau- 
siurehemmung des ,,Kiirbistyps“ durch die spezielle Hemmung der 
[i-Peptidasewirkung zu erkliiren ist. 

Ks war noch zu entscheiden, ob neben den Peptidasen zwei 
durch ihr Verhalten gegen Blausiiure verschiedene Proteinasen 
vorhanden sind. Diese Frage ist zu verneinen, da gefunden 
wurde, daB nach adsorptiver Abtrennung der Peptidasen der 
Papaintyp zuriickbleibt. 

Selbst im Enzymsystem des Kiirbissaftes wurde nach Ab- 
trennung der Peptidasen der reine Papaintyp entdeckt. 

Ks lassen sich die verschiedenen experimentellen Ergebnisse 
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am besten so zusammenfassen, dab im Proteasensystem bei alley 
héheren Pilanzen iibereinstimmend eine durch Blausiiure aktivier. 
bare Proteinase und eine durch Blausiure hemmbare Di-Pep. 
tidase vorkommen. Je nach Verteilung dieser beiden Komponente:, 
in der Pflanze iiberwiegt ein durch Blausiure aktivierbarer ode; 
ein hierdurch hemmbarer Komplex. 









Experimenteller Teil. 





Wie sich aus dem theoretischen Teil ergibt, ist es die 
experimentelle Aufgabe dieser Untersuchung an einer gréSeren 
Reihe ptlanzlicher Proteasen verschiedener Herkunft den Einflut 
von Blausiure auf die proteolytische Wirkung zu priifen. Die 
Deutung eines aktivierenden oder hemmenden Eftektes kann nw 
dann als gesichert gelten, wenn die Kinheitlichkeit des vorliegender 
Enzymmaterials im Sinne der VY. Abuundlung dieser Reihe?) be- 
wiesen ist. Deshalb muB gleichzeitig die experimentelle Aufgabe 
dahin erweitert werden, das natiirl'che Enzymgemisch durel 
Priifung der Spezifitaten gegeniiber verschiedenen typischen Sub- 
straten aufzulésen. 

Als Untersuchungsmaterial wurden vorwiegend die Friicht: 
frischer Pflanzen verwendet und dabei in Anlehnung an die 
XII. Abhandlung Milchsaft bzw. Schalensaft getrennt vom Frucht- 
salt als Extrakt oder PreBsaft gepriift. 

Die Methodik der Messung proteolytischer Wirksamkeit durch 
die alkoholische Titration nach R. Willstatter und EK. Wald. 
schmidt-Leitz}*) entsprach den Angaben der friitheren Arbeite: 
dieser Untersuchungsreihe und als Substrate zur Charakten- 
sierung der EKnzymtypen wurden Gelatine, Pepton (Pepton I. &. 
Oppau) und Peptide verwendet. 

Durch Anritzen der Friichte bzw. des Stammes wurden die 
Milchsitte der Ficus rostrata, carica, bengalensis und Ficu: 
elastica gewonnen und der Riickstand zu PreBsiiften oder Kx. 
trakten verarbeitet. Bei den iibrigen Friichten wurden die Pret- 
siifte bzw. Extrakte getrennt aus den fuferen Schichten und ~ 
inneren Fruchtteilen hergestellt. In einzelnen Fillen wurden de 
Siifte durch Zentrifugieren zuerst gereinigt und damit von firben- { 
den Bestandteilen befreit. Im allgemeinen jedoch wurde di § 
Untersuchungsmaterial, gewohnlich 10 ccm, zu dem folgenie @ , 
Ansatz gegeben und seine proteolytische Wirkung nach etvi & 
20 Stunden in iiblicher Weise gepriift. 
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Tabelle 1. 











leu Proteolytische Wirkuny verschiedener Friichte. 
aer- In 25 cem Gesamtvolumen sind 1 g Gelatine bzw. Pepton, 5 cem 0,2 m-Di- 
PN. natriumcitrat py 5; 6 mg Blausiiure. 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40°. — 
ie Wechselnde Verdauungszeiten. 
der Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durch 
den Azidititszuwachs in cem 0,2 n alkoh. KOH) 
Protease aus den " 
. gegeniiber 
Friichten _— 
Gelatine Pepton 
‘: ohne HCN, mit HCN ohne HCN” mit HCN 
Tel 1. Carica papaya 
flut a) Milehsaft .. . 2,10 3,70 0,65 2,13 
Die b) Fruchtsaft . . . 1,30 2,60 0,90 1,15 
nu! 2, Bromelia sativa | 
der a) Milechsaft . . . 0,20 1,30 Q,15 0,60 
be- b) Fruchtsaft . . . 1,40 1,65 | 0,35 | 0,40 
rs} 3, Euphorbia abissinica | 
ra Ie 
rch a) Milechsaft . . . 0,00 | 0,60 0,00 0,40 
Suh. b) Fruchtsaft . . . 0,00 0,78 0,00 0,40 
® 4. Ficus rostrata | 
chte a) Milchsaft. . . . 129 | 2,00 0,08 0,60 
dio b) Fruchtsaft . . . 0,80 1,76 0,15 0,83 
cht >. Ficus bengalensis | | 
a) Milehsaft . . . 268 | 3,00 0,20 1,50 
; b) Fruehtsaft . . . 1,28 | 3,76 | 0,75 1,75 
urch . 
a]d- ). Ficus carica | | 
ie | a) Milechsaft . . . 1,86 2,25 0,60 1,32 
' : b) Fruchtsaft . . . 1,15 228 | 0,25 0,15 
ter: 
1G . SpargelpreBsaft*) 1,15 | 1,85 0,17 0,45 
, *. Birne | 
ae & a) Schalensaft . . . 0,15 | 0,15 0,75 0,60 
“on b) Fruchtsaft . . . 1,37 1,52 350 3.37 
Cus 
irr. 9 Ap fel 
a a) Schalensaft . . . 0,15 1,23 0,56 0,47 
Ch 2e - 
. b) Fruchtsaft . . . 0,85 1,00 3,60 1,15 
une 
" 1). Pflaume 
(ll 1 - 
; Fruchtsaft . . . . 0,00 | 043 | 0.67 0,33 
“nel . ; P | 
ll. Pfirsich | | 
(la> j a } | 
a a) Schalensaft . . . 000 | O02 | 2,82 0,15 
acs b) Fruchtsaft . . . 025 | 0,00 | 0,80 0,83 
etwa Ae | 


*) Bei Nr. 7 wurde der PreBsaft unterirdischer Triebe verwendet. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 








el 
Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durch . 
den Azidititszuwachs in cem 0,2 n alkoh. KO} 
Protease aus den i‘ re 
vee gegentiber 
Friichten ; na 
Gelatine Pepton 
ohne HCN mit HCN ohne HCN.) mit HCN “i 
(re 
12. Tomate | gel 
a) Schalensaft . . . 0,40 0,64 | 0,62 0,50 | Be 
b) Fruchtsaft (mit Ker- bel 
| | a 0,90 0,84 0,95 1,00 ist 
13. Trauben Ak 
Fruchtsaft . . . . 0,07 0,18 1,70 0,38 (se 
14. Gurke | 
a) Schalensaft . . . 0,90 0,43 1,35 0,33 auc 
b) Fruchtsaft . .. 2,10 0,43 2,48 | 0,25 hej 
15. Kiirbis | nur 
a) Schalensaft . . . 2,38 0,67 | 3,32 2,27 sow 
b) Fruchtsaft . ... 2,01 0,22 2,00 0,04 Siu 
16. Melone 
Fruehtsaft . . . . 2,60 1,60 3,40 1,15 
I7. Artischocke?*) 2,62 1,35 4,20 1,10 
Is. Schwarzwurzel**) 0,82 0,95 | 0,62 0,20 
19. Gekeimte Gerste 1,73 1,40 | 2.45 1,57 In - 
*, Bei Nr. 17 wurde der griine Bliitenboden untersucht. ik 
**) Bei Nr. 13 wurde der Milchsaft der Wurzel untersucht. .— 


In Tab. 1 sind die proteolytischen Wirkungswerte von Pflanze.- 
materialien der verschiedensten botanischen Klassen zusammen: 
sefabt und unter dem Gesichtspunkt der Aktivierung baw. Hemmu:. 
durch Blausiiurezusatz betrachtet. Dabei zeigt sich, dab a. 
Ubergiinge vom Papaintyp bis zu dem der Kiirbisprotea 
auftreten. Besonders zeigen die Milchsiifte groBe Ubereinstimmu: JR 1. Mi 
mit der enzymatischen Natur des Milchsaftes der Carica papas. 
dessen Gewinnung frei von Zellsiiften experimenteil am leichtest:: 
durchzufiihren ist, Bei den anderen Beispielen ist der Milchsit § -. 
meist vermischt mit Zellsaft und deshalb kommt der reine Papa 
typ weniger scharf zum Ausdruck. 

Auftfillig ist auch der Wechsel der Spaltungsgeschwindigkeit« 
cegeniiber den beiden Substraten Gelatine und Pepton. In egy ,. 
ersten Beispielen ist der Gelatinespaltungswert weit hdber als 
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entsprechende Peptonspaltungswert und in den letzten Beispielen 
dreht sich das Verhaltnis um. 

Die Milchsafte (vgl. Tab. 1, Beispiele 1—7) zeigen sowohl 
vegen Gelatine als auch gegen Pepton eine starke Aktivierung 
nach Blausiurezugabe, die Siifte der Friichte von ‘T'abelle 1, 
Beispiele 8—13 zeigen den Aktivierungseffekt nur mehr in der 
Gelatinespaltung, wahrend die Peptonspaltung meistens sogar 
gehemmt wird und die Friichte der letzten Reihe von Tab. 1, 
Beispiele 14—19 zeigen sowohl bei der Gelatinespaltung als auch 
hei der Peptonspaltung durch Blausiure starke Hemmung. Weiter 
ist bei den Fruchtsiften der wilchsaftfiihrenden Pflanzen der 
Aktivierungseffekt bei der Peptonspaltung geringer als bei der 
elatinehydrolyse’). 

Neben den Veriinderungen der Aktivierungseffekte lassen sich 
auch in der Tabelle 1 verschiedene Hemmungsgrade erkennen; 
bei den Beispielen der Tab. 1 liegt ein Knzymmaterial vor, das 
nur in seiner Peptonspaltung gehemmt wird, wihrend in Tab. 1 
sowohl die Spaltungen von Gelatine wie von Pepton ohne Blau- 
siure den héheren Wert haben. 


Tabelle 2. 


Proteolytische Wirkungen von verschiedenen Teilen 
einer Papayaftrucht. 
In 25 eem Ges.-Volumen sind 1 g Gelatine bzw. Pepton, 5 cem 0,2 m-Di- 
uatriumeitrat py 5, 6 mg Blausiiure, 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40° 
18 Stunden Verdauungszeit. 





Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durch 


Protease den Azidititszuwachs in cem 0,2 n-alkoh. KOH) 
aus gegeniiber 
Carica papaya Gelatine | Pepton 


} 








|. Milehsaft . 2... 1,49 2.45 | 022 © 0,69 
Fruchtsaft. . . . . 0,60 0.90 0,00 0,00 
Samenextrakt. . . . 1,07 0,73 250 | 1,00 

2. Milchsaft . . 2... 1,90 2,90 010 — 0,95 
Fruchtsaft (konz.) . . 2,83 3,34 3,25 ) 1,20 
Samenextrakt. . . . 1,07 | 0,73 2.50 1,00 


— 





_ *) Die auBerordentlich kleinen Friichte der Beispiele 3. u. 4. lieBen 
‘ine Keindarstellung des Fruchtsaftes nicht zu, deshalb gleichen sich die 
Messungen yon Milchsaft und Fruchtsaft. 
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Diese Erscheinung einer Aktivierung bzw. Hemmung ist, wie 
bereits in Tab. 1 durch die Gegeniiberstellung von Milchsaft bzy. 
Schalensaft und Fruchtsaft gezeigt wurde, nicht nur auf bestiminte 
Pilanzen beschriinkt, sondern wiederholt sich auch bei der Unter. 
suchung der enzymatischen Wirksamkeit verschiedener Tc ile 
einer Pflanze. 

In Tab. 2 u. 3 werden an dem Beispiel der Carica papays 
der Milchsaft, PreBsaft der geschiilten und entkernten Frucht und 
der Glycerinextrakt der zerkleinerten Samen verglichen. 

Auch bei der enzymatischen Priifung von Pflanzen ver. 
schiedener Reife wiederholen sich diese Unterschiede. 


Tabelle 3. 
Proteolytisehe Wirkungen verschiedener Friichte 
von verschiedener Reife. 
In 25 com Ges.-Volumen sind 1g Gelatine — bzw. Pepton, 5 cem 0,2 1. 
Dinatriumcitrat py 5, 6 mg Blausiiure 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40). 
Is Stunden Verdauungszeit. 





Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durcl 
den Aziditiitszuwachs in cem 0,2 n-alkoh. KO}! 
Protease aus gegeniiber 
Gelatine Pepton 


ohne HON’ mit HCN ohne HCN mit HCN 


l. Gurken unreif 
Schalensaft 0.0.) 0,18 0,52 0.68 | O44 
Fruchtsaft. . . . . 0,00 0,95 1,50 O45 
mermsait . 1. 6s « % 0,23 0,25 | 0,67 0,52 
reit | 
Schalemeaft . . 0... 0,90 0,43 1,35 | 0,53 
Fruchtsaft. . . . . 2,10 0,43 2,48 | 0,2h 
Kernsaft . . . . . 3,32 0,22 3,60 | 0,60 
”. Kiirbis unreif | 
Sehalensaft . oo... 1,73 2,10 1.85 | 2,30 
Kroehtsaft. 2). ; 1,10 1,65 1,32 1,40 
Kernsaft . . . . . 1.61 1,65 1,58 | 1,89 


Schalensaft . . .. 2,83 0,67 3,32 2,27 
Fruchtsaft. . . . . 2,01 0,22 2,00 | 04 
Co 3,08 2,43 1,07 | 0,4. 





Im obigen wurde experimentell belegt, daB die Erscheinu- 


i 


des Wechsels von Blausiiureaktivierung baw. Hemmung auftrete 





In 






















Uber die Proteasen héherer Pflanzen. 10] 


kann bei der Untersuchung verschiedener Pflanzen, verschiedener 
Teile einer Pflanze und verschiedener Reife einer Frucht. Aber 
auch Veriinderungen in den Versuchsbedingungen der 
Priifungsmethode kénnen bei einem Ausgangsmaterial einen solchen 
Wechsel bedingen. So ergab, wie das Beispiel der Tab. 4 zeigt, 
eine 2stiindige Verdauung von Gelatine bzw. Pepton eine deut- 
liche Aktivierung durch Blausiure, wihrend bei 16 stiindiger Ver- 
dauung eine starke Blausiiurehemmung auftrat. 


Tabelle 4. 
Proteolytiseche Wirkung von Carica papaya bei 
verschiedenen Versuchszeiten. 
In 25 cem Ges.-Vol. sind 1 g Gelatine bzw. Pepton, 5 cem 0,2 m-Dinatrium- 
citrat py 5, 6 mg Blausiiure, 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40° — ver- 
schiedene Versuchsdauer. 





Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durch 
den Aziditiitszuwachs in cem 0,2 n-alkoh. KOH) 
Protease aus gegeniiber 


arica papaya ; 
C pape) Gelatine | Pepton 


ohne HCN | mit HCN | ohne HCN) mit HON 


2 Stunden 


Verdauungszeit 
Milchsaft . . ... 0,75 1,18 0,30 0,50 
Fruchtsaft. . . . . 0,65 0,83 0,12 0,25 
16 Stunden | 
Verdauungszeit 
Milehsaft . . . . 1,33 2,09 0,70 1,43 
Fruchtsaft. . . . . 4,28 187 , 4,17 0.90 





Bei Betrachtung des obigen experimentellen Materials lift 
sith die Erklarung aller beschriebenen Proteolysen durch die 
Wirkung eines Enzymes mit den Erfahrungen der modernen 
Kuzymchemie nur schwer vereinigen. 

Die alte Auffassung von dem Vorkommen von zwei Proteasen- 


typen: Papain und Kiirbisprotease miiBte im Sinne der obigen 


Ergebnisse dahin erweitert werden, dab die beiden ''ypen nicht 
nur, wie z. B. im Papayamilchsaft bzw. KiirbispreBsaft einzeln 
zetrennt, sondern auch wie bei den Beispielen 8—13 der Tab. 1 
1 Gemisch vorkommen, 

Ks kénnte aber auch das Auftreten von Peptidasen, wie sie 
vereits im Saft von Gurken und Kiirbisfriichten und auch im 
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Zellsaft und Samen der Papayafrucht nachgewiesen wurden, fii; 
den Wechsel der Enzymwirkungen verantwortlich sein. Diese An. 
nahme setzt voraus, daB Peptidasen der héheren Pflanze dure), 
Blausiure gehemmt werden und ihr Wirkungsoptimum im nev. 
tralen oder alkalischen Gebiet liegt. Die Kriterien konnten auc) 
im folgenden experimentell belegt werden. 

Kine dritte Erklarung sieht vor, daB neben den Peptidasen 
noch die beiden Proteinasen im Gemisch vorkommen. Diese An- 
nahme kann nur durch eine Trennung der Peptidasen von der 
Proteinasen und Priifung der getrennten Enzyme aufihre Hemmnung 
durch Blausiiure entschieden werden. 


Vorkommen und Eigenschaften einer Dipeptidase 
der hoheren Pflanze. 
Ks wurden verschiedene Extrakte und PreBsiifte von Friichten 
auf ihre ereptische Wirkung gegeniiber Dipeptiden geprift uni 
gleichzeitig der KinfluB der Blausiure auf diese Hydrolyse gemesse: 


Tabelle 5. 
Das Vorkommen einer Dipeptidase. 
In 25 cem Ges.-Volumen sind 0,002 mol Dipeptid (Leueylglycin oder Alan) 
glycin), 5 cem 0,2 m-Ammoniak-Ammonchlorid py 1,8, 6 mg Blausiure 





2 Stunden Aktivierungszeit. -— Verdauungszeit: 1 Tag. 
Proteolytische Wirkung (ausgedriickt 
; dureh den Aziditiitszuwachs in cem 
mit oder 0,2 m-alkoh. KOH) gegeniiber 
Protease aus ohne Alanylglycin bzw. Leucylglycin 
HCN | « ; pean 
a nale nsaft | Fruchtsaft Kernsaf! 
bzw. Milchsaft | 

_ - 0,00 | 345 | 0,28 

Carica papaya. . ‘ 0.00 0,30 0,00 

Ps « woo _ 0,28 0,38 | 0,25 

Trauben 2... . ~ --- 4,05 | 1,65 

Pfirsich 2... “ 0,12 0,00 | 0,80 

Piaume ... . — — 0,35 “- 

Gerke. «. « & -- 1,75 2,26 1,75 
rd | - _ | 1,65 

10ne 
¢ ) 4 0,00 
Kiirbi - 1,05 
Aiirbis : . 

+ — 0,00 
97 
Gerste (Extrakt) 0, 
| + — 0,27 
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Die Tabelle 5 zeigt, daB eine Dipeptidase in allen unter- 
-yehten Pflanzen vorkommt und sich in den verschiedensten Teilen 
der Pflanze mit Ausnahme der Milchsiifte findet. Durch Blau- 
siure wird ihre Wirkung gehemmt und bisweilen vollig unter- 
driickt. Diese pflanzliche Dipeptidase gleicht darin den Dipep- 
tidasen der Hefe und des Darmes. Auch in ihrem p,,-Optimum 
stimmen diese Enzyme iiberein. So wirkt die Dipeptidase der 
Hefe bei p,, 8, die des Darmes bei 7,8—8 optimal und, wie am 
Glycerinextrakt von Gerstenkeimlingen im folgenden gezeigt wird, 
die Dipeptidase der héheren Pflanze ebenfalls bei ungefihr 7,6. 

Die Methodik der Ermittelung des p,-Optimums entspricht 
den friiheren Untersuchungen, indem das p,, vor und nach der 
Verdauung bestimmt wurde. 


Tabelle 6. 
py Abhingigkeit der Dipeptidase. 


In 35cem Gesamt-Ansatz sind 0,296 g Alanylglycin gelist, 5 cem m/3-Citrat- 
Phosphat-Ammoniakpuffer, 20cem wiiBriger Glycerinextrakt (1:1) yon Gersten- 
keimlingen, 16 Stunden Verdauungszeit bei 40°. 








Proteolytische Wirkung 
Pu . 
(ausgedriickt durch den 
; : Aziditiitszuwachs in eem 
— 0,2 n-alkoh. KOH) 
340 | 3,60 0,00 
o 4,60 0,10 
465 | 4,74 0,15 
5.50 5,64 0,20 
6,23 0,45 
os 6,40 0,55 
6,84 6,95 1,25 
7,08 | -7,10 1,45 
7,50 7,50 1,67 
| 7,65 1,93 
7,70 | 8,00 1,45 
7,90 | 810 1,37 
ss 9,83 0,45 
ne | 10,10 0,18 





Die Kurve der Dipeptidasewirkung bei verschiedenem p,, 
eigt das fiir Dipeptidspaltungen charakteristische Bild des steilen 
A nets . > 
Anstieges und Abfalles (vgl. Figur). 
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Neben dieser Dipeptidase wurde in einem Beispiel auch die 
Wirkung einer Tripeptidase, die mit Blauséure aktivierbar ist, 
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p,,-Abbangigkeit der Alanylglycinspaltung durch Glycerinextrakt von Gerstenkeimlinyen. 





nachgewiesen. Die weitere Ausarbeitung an einer gréBeren An. 
zahl von Peptiden und deren Derivaten ist im Gange und sie 


bildet den Inhalt einer folgenden Arbeit. in 


Adsorptive Trennungsversuche an dem Enzymgemisch. 

Zur Klirung der obigen dritten Fragestellung, ob nebeu 
den Peptidasen zwei Proteinase-T'ypen vorliegen, war es nun nach Ac 
der Auftindung und Beschreibung der Dipeptidase notwendig, zur 
Charakterisierung der Proteinase die Dipeptidase aus dem Enzyu- § In 
gemisch abzutrennen. Diese Zerlegung wurde an Fruchtsiifte gly 
der Carica papaya, des Kiirbis und der Melone, und dem Glycerin: 
extrakt gekeimter Gersten versucht. Dabei kam die Methode de i 
selektiven Adsorption mittels Tonerde zur Anwendung. 

a) Zur adsorptiven Zerlegung des Fruchtsaftes der 
Carica papaya wurde in folgender Weise verfahren: 

150 ccm Fruchtsaft werden mit 5 ccm n-Essigsiure angesiuer 
und dann mit einer Aufschwemmung von Aluminiumhydroxyd (; 
enthaltend 0,25 g Al,O, verriihrt und zentrifugiert. Die [tes 
lésung wird noch zweimal mit 0,09 g Al,O, adsorbiert und @ 
vereinigten Adsorbate, nachdem sie mit n/100-Essigsiiure zwe: 
mal gewaschen wurden, mit n/20-Ammoniak, welches 20 °/, (¥: 
cerin enthalt, eluiert. Restlésung und Elution werden 1 
Ammoniak neutralisiert und auf das Ausgangsvolumen des 2" 
gewandten Fruchtsaftes eingestellt (vgl. Tab. 7). 
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sekeimterGersten wurde unter Beibehaltung der obigen Technik 
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Tabelle 7. 


Adsorptive Zerlegung des Enzymgemisches eines Fruchtsaftes 
der Carica papaya. 


In 25 eem sind 1 g Gelatine oder Pepton, 0,296 g Alanylglyecin, 5 cem 0,2 m- 


Dinatriumnitrat py 5; bzw. Ammoniak-Ammonchloridpuffer p,; 7,8, 5 mg Blau- 
siure — 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40° — Verdauungszeit: 20 Stunden. 








Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durch 
den Acidititszuwachs in cem 0,2 n-alkoh. KOH) 


Protease aus Carica gegeniiber 
papaya Gelatine Pepton Alanylglycin 


| 
ohne | mit ohne | mit | ohne | mit 


HCN | HCN | HCN | HON | HCN | HCN 





A. Milehsaft. . . .] 1,90 2,90 0,10 0,95 0,00 0,00 
3. Fruchtsaft . . . | 2,83 3,84 | 3,25 1,20 2.15 0,55 
Restlésung . . . 0.82 1,88 | 2,35 0,73 1,65 0,10 
ee ee 0,20 1,47 0,10 0,61 0,08 0,05 





b) Die adsorptive Zerlegung des Fruchtsaftes von 
Kiirbissen, welche bereits einige Monate gelagert waren, wurde 
in gleicher Weise wie oben durchgefiihrt (vgl. Tab. 8). 


Tabelle 8. 


Adsorptive Zerlegung des Enzymgemisches eines Fruchtsaftes 
von Kirbis. 
In 25 cem Gesamtansatz sind 1 g Gelatine oder Pepton, bzw. 0,296 g Alanyl- 
glycin, 5 ecem 0,2 m-Dinatriumcitrat py 5; bzw. m-Ammoniak-Ammonchlorid- 
puffer py 7,8, 5 mg Blausiure — 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40° — 
Verdauungszeit: 20 Stunden. 





Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durch den 
Aziditiétszuwachs in cem 0,2 n-alkoh. KOH) 


Protease aus regeniiber 
Seg 
Kiirbis Gelatine Pepton Alanylglycin 
obne | mit ohne mit ohne mit 


HCN | HCN | HCN | HCN HCN HCN 





Fruchtsaft . . . 1,18 | 0,82 | 0,35 | 0,50 | 0,45 | 0,18 

Restlisung . . 1,15 | 0,40 0,82 0,95 | 0,25 | 0,15 

Elution . . .. 0,00 | 0,35 0,30 0,35 0,00 | 0,00 
| ' ‘ 


c) Die adsorptive Zerlegung des Glycerinextraktes 
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sowohl im sauren bei p,, 4,6, als auch im alkalischen Medium 
bei p,, 8 durchgefiihrt (vgl. Tab. 9). 


Tabelle 


—— Zerlegung des Enzymgemisches von Glycerin 
extrakten gekeimter Gersten. 
In 25 ccm Gesamtansatz, 1g Gelatine oder Pepton, bzw. 0,296 g¢ Alany). 
glycin, 5 cem 0,2 m-Dinatriumeitrat p,; 5; bzw. Ammoniak-Ammoncblorii. 
puffer p,;,; 7,8, 5 mg Blausiiure. — 2 Stunden Aktivierungszeit bei 40°. - 
Verdauungszeit: 20 Stunden. 





ee 


Proteolytische Wirkung (ausgedriickt durch 
ai cilia den Aziditiitszuwachs in ecm 0,2 n-alkoh. KOH | 
Glycerinextrakt pees is. amon 
gekeimter Gerste Gelatine Pepton . Alanylglycin 
ohne mit ohne mit ohne mit 
HCN | HCN HCN | HCN | HCN HCN - 
| 1 
1. Saure Adsorption 1] 
Extrakt I... 6,72 3,43 7,40 3,30 5,00 1,00 
Restlésung . . . 3,78 5,10 3,50 1,68 3,05 0.50 1 
Elution . . . . | O50 0,60 | 0,55 100 0,00 | oo 
2, Ammoniak. sinent 
Extrakt I. . . | 2,50 215 | 4,50 | 220 500 0,7) 
Restlésung . . . 0,90 6,70 0,70 1,30 0.60 0,00 
Elution ... . 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 





Die in den Tab. 7—9 gesammelten Ergebnisse stiitzen sic 
auf eine groBe Reihe von Einzeluntersuchungen, die zwar dur¢! 
die Verschiedenheiten des Ausgangsmaterials in ihrem Zahlenwer' 
stark variieren, aber trotzdem ein einheitliches Gesamtbild gebeu 

Ks gelingt in allen Fiillen, selbst bei dem Enzymmateria 
des sogenannten ,,Kiirbistypes“, wenn auch zum Teil mit wechseln 
Ausbeute, in der Elution des ‘lonerdeadsorbates die Protein:s 
vollig oder doch praktisch frei von Dipeptidase zu gewinn 
lbiese so erhaltene Proteinase ist durch Blausiure aktivierbar — 
sie entspricht also dem Papaintyp. In den Restlésungen wure: 
die Dipeptidase, die ihnlich wie im Falle der Hefe durch 1 
erde schwieriger adsorbierbar ist als die Proteinase, angereichie: 


Wir méchten auch an dieser Stelle Herrn Direktor |) 
A. Mittasch fiir sein férderndes Interesse und die weitgehe 
Unterstiitzung, die er dieser Arbeit angedeihen lieB, unsern be:'« 
Dank aussprechen. 
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Uber die Proteasen héherer Pflanzen. 


Literaturverzeichnis. 


s. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 154, S. 262 (1926) und Bd. 162, 8. 139 
(1927); C. Neuberg, Diese Zs. Bd. 157, S. 299 (1926); A. J. Kluyver, 
Diese Zs. Bd. 158, S. 111 (1926) und Proceedings Royal Academy of 
Amsterdam Bd. 28, 8. 605 (1925). 


2, R. Willstatter, W. GraBmann u. O. Ambros, Diese Zs. Bd. 151, 


S. 286 u. zwar S. 287 (1926). 


3, O. Ambros u. A. Harteneck, In der Sammlung ,,Untersuchungen iiber 


Enzyme“ v. R. Willstitter u. Mitarbeitern Bd. II, S. 1698 (1928) u. 
Diese Zs. Bd. 181, S. 24 (1929). 

W. GraBmann u. H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 179, S. 41 (1928). 
EK. Waldschmidt-Leitz, Naturwissenschaften Jahrg. 17, H.5, S. 85 
(1929). 


;, a. a. Ow No. 3. 


R. Willstitter, W. GraBmann u. O. Ambros, Diese Zs. Bd. 152, 
S. 160 (1926) und a. a. O. Nr. 3. 


. aa. QO. No. 4. 

.K. Josephson u. H, v. Euler, Diese Zs. Bd. 162, S. 85 (1927). 
.W.GraSmann u. H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 175, S. 18 (1928). 
_R. Willstitter, W. GraBmann u. O. Ambros, Diese Zs. Bd. 152, 


S. 164 (1926). 
R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 2988 (1921). 











Uber die Millonsche Reaktion des Harnes 
bei Geisteskrankheiten. 


Zur gleichnamigen Arbeit von E. Scheiner.') 
Von 


Hans Lieb und Erwin Schadendorff. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Juli 19829.) 


Vor eimiger Zeit berichtete Kk. Scheiner?), daB es ihm ge. 
lungen sei, aus dem Harn von Geisteskranken mit amentiaiihnlichen 
Zustandsbildern eine Substanz in nadelférmigen Krystallen zx 
isolieren, die die stark positive Millonsche Reaktion  solche: 
Harne hervorrufe. Sie soll der sogenannten Histidinfraktion an- 
eehoéren und groBe Ahnlichkeit mit Imidazolderivaten zeigen. Dic 
Isolierung erfolgte durch Adsorption an Kohle, darauf folgende 
Elution mittels Aceton und Anwendung des Weissschen Fraktio- 
nierungsverfahren mit Bleiacetat. Auf diese Weise erhielt er aus 
zwel Liter Harn schlieBlich 0,76 g aschearmer, iiuBerst hygro- 
skopischer, stickstoffhaltiger Nadeln von gelber Firbung, die be 
40° schmolzen und bereits bei 70° siedeten. 

(serade mit der Untersuchung des Harnes von Geisteskranken 
beschiftigt, schien es uns nicht unwichtig, diese Untersuchung 
nachzupriiten und die nach Scheiners Angaben zu isolierenc: 
Substanz einer niheren chemischen Priifung zu unterziehen, z1- 
mal er mangels der nétigen Laboratoriumseinrichtung nicht » 
der Lage war, die EKlementaranalyse und weitere chemische Au: 
klirung durchzutiihren. Ks schien uns von vornherein unwali 
scheinlich, daB eine krystallinische Verbindung, die auf verhiiltnis 
mibig einfache Weise aus dem Harn zu isolieren ist und sic: 
iiberdies darin in gréBerer Menge vorfinden sollte, bisher alle: 
Harnuntersuchungen entgangen wiire. AuBerdem erschienen uw 
die physikalischen Eigenschaften der Scheinerschen Substat 
recht merkwiirdig. 


1) Biochem. Zs. Bd. 204, S. 361 (1929). 
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Die Isolierung der Substanz aus Harn von Geisteskranken 
mit amentiaibnlichen Zustandsbildern, tir dessen Uberlassung 
wir der Nervenklinik des Landeskrankenhauses zu Dank verpflichtet 
sind, erfolgte genau nach den Angaben von Scheiner (S. 365, II). 
Der Harn zeigte auBer der deutlich positiven Millonschen Reaktion’) 
keine Besonderheiten. Die schlieblich erhaltene, warme Aceton- 
\jsupg wurde in eine Krystallisierschale gebracht und das Aceton 
jei Zimmertemperatur abgedunstet. Es hinterblieb eine viskése, 
velblichbraune Fliissigkeit, aus der sich nach etwa eintigigem 
stehen allmihlich lange, gelblichbraune, nadelférmige Krystalle 
abschieden, die durch Auslesen von der braunen, schmierigen 
Flissigkeit getrennt wurden. Die anhaftenden, schmierigen Be- 
standteile konnten durch Lésen in Aceton und Eindunstenlassen 
Jer Lésung teilweise entfernt werden. Die jetzt erhaltenen Krystalle 
hatten immer noch gelbliche Farbung. IJhre aus einem Liter 
Harn gewonnene Menge wog 0,3—0.5g. Die Millonsche Reaktion 
war stark positiv. Kine Substanz von ganz ihnlichen Eigenschaften 
Jiirfte Scheiner fiir die Anstellung der verschiedenen, von ihm 
angegebenen qualitativen Reaktionen beniitzt haben. Beim Versuch 
einer Schmelzpunktsbestimmung trat bei 58—60° Vertliissigung 
ein; bel weiterem Erhitzen wurden Anteile der Fliissigkeit wieder 
rest, die bei 1283—125° von neuem schmolzen; bei 213—218° 
trat Zersetzung und Schwarzwerden ein. IJm iibrigen zeigte diese 
Substanz alle von Scheiner angegebenen Reaktionen und war 
such stickstofthaltig. Durch vorsichtiges Abspiilen mit absolutem 
Alkohol wurde die Krystallmasse vollig farblos erhalten, war nun 
stickstofffrei und zeigte auch nicht mehr die Millonsche Reaktion. 
bel der Schmelzpunktsbestimmung liste sich die Substanz bei 
‘9° in ihrem Krystallwasser, wurde bei weiterem Erhitzen wieder 
test und schmolz dann bei 317°. 

Die qualitative Untersuchung der farblosen Krystalle ergab 
die Anwesenheit von Kssigsiiure, Natrium und Spuren von Kalium. 
ie lufttrockene Substanz verlor beim Trocknen im Vakuum bei 
40—95° Krystaliwasser. Diese Feststellungen, sowie die Ergebnisse 
der Mikroelementaranalyse nach Pregl und der Acetylbestimmung 
ieigten, daB Alkaliacetat, im wesentlichen Natriumacetat 
‘orlag. Damit stimmen auch die Beobachtungen bei der Schmelz- 
punktsbestimmung iiberein (Reines krystallisiertes Na-acetat: 
Auflisung im Krystailwasser bei 83°, Schmelzpunkt bei 319°C), 


— - 


') Millonsches Reagens nach M. WeiB, Biochem.Zs Bd. 97, 8. 170(1919). 
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Analysen: 7,347 mg Substanz verloren bei mehrstiindigem Trockney 
im Vakuum bei 90—95° 2,807 mg H,O. — Die getrocknete Substanz gu}, 
bei der Riickstandsbestimmung 3,927 mg Na,SO,. — 3,839 mg Substanz 
gaben 2,35 mg CO,, 2,24mg H,O. — 9,808 mg Substanz verbrauchten be: 
der Acetylbestimmung nach Pregl 6,93 cem n/100 NaOH. 

Fiir CH,.COONa + 3H,0: 

Ber. H,O 39,72°/, Na 16,90°/, C 17,64°/, H 6,67°/, CH,CO 31,61 
Gef. ,, 38,21 » 1721 ,, 16,69 » 6,53 » 80,40 

Die Abweichungen der gefundenen Werte von den berechneten er. 
kliren sich daraus, daB die Substanz Spuren von Kalium enthielt. 

Bei einer Wiederholung des Versuches unter sonst gleichen 
Bedingungen erhielten wir zuerst eine reichliche Abscheidung yon 
nadelférmigen Krystallen, die sich als reiner Harnstoff erwiesen. 
Nach dessen Abtrennung schieden sich aus der Mutterlauge all- 
mihlich zentimeterlange Krystalle ab, die wir wie oben als 
Natriumacetat identifizieren konnten. Es ist wohl klar, dat 
dieses durch doppelte Umsetzung des verwendeten Bleiacetats 
mit den Natriumsalzen des Harnes entstanden ist. 


Zusammenfassung. 


Ks wird gezeigt, daB die nach den Angaben von KE. Scheiner 
aus dem Harn von Geisteskranken mit amentiaihnliche: 
Zustandsbildern zu isolierende krystallinische Substanz 
Natriumacetat ist. Die von Scheiner beobachtete stark 
positive Millonsche Reaktion ist nur auf die den nol 
nicht voéllig gereinigten Natriumacetatkrystallen anhaftenden 
braunen, schmierigen Beimengungen zurickzufihren. 














Uber Clupein. 
1. Mitteilung. 
Von 
K. Felix und K, Dirr. 


Mit 1 Figur im Text. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. Mediz.-Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Juli 1929.) 


Wir haben unsere Untersuchungen iiber die Struktur der 
Proteine auch auf die Protamine ausgedehnt, da sie die einfachsten 
Kiweibkérper sind und ihre Zusammensetzung genauer bekannt 
ist, als die anderer. Man darf erwarten, an ihnen gewisse Fragen, 
wie z. B. die, ob die Hypothese von der Peptidstruktur ausreicht 
alle Befunde zu erkliren, mit mehr Erfolg zu bearbeiten, als an 
den komplizierten Proteinen. Die Bindungsverhiltnisse der Amino- 
iuren sind in den Protaminen abniich, so daB sich Befunde, die 
ui ihnen erhoben werden, auch auf die anderen EiweiBstoffe 
ibertragen lassen. 

Wir beginnen diese Untersuchungen mit dem Clupein, da 
sein Ausgangsmaterial, das Heringssperma, am leichtesten zu _ be- 
schaffen ist. Bei der Hydrolyse liefert es Arginin, Alanin, Serin, 
sine Aminovaleriansiiure und Prolin; das molekulare Verhiiltnis 
von Arginin zu Monoaminosiuren ist wie zwei zu eins; das Ge- 
sch seiner Monoaminosiuren besteht aus ,,zwei Molekiilen 
Aminovaleriansiiure, einem Molekiil Serin, einem Molekiil Alanin 
ueben Prolin* (6, 8. 27). Die genannten Aminosiuren sind in den 
Protaminen nur mit der @-Amino- und Carboxylgruppe gebunden. 
Hinsichtlich der Hydroxylgruppe des Serins ist noch nicht ent- 
schieden, ob sie Esterbindungen eingeht. Das Clupein bildet ein 
‘harakteristisches und sehr schwer losliches Pikrat, wenn man 
seine schwefel- oder salzsaure Losung mit Natrium-Pikrat  ver- 
“elzt (6). 
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Bei der Darstellung hielten wir uns zunichst an die Vor. 
schriften von A. Kossel, haben aber spiiter den ganzen Vorgang 
erheblich vereinfacht und abgekiirzt. [a von Kossel wiederholt 
betont wurde, daB das Clupein kein einheitlicher Korper sei, 
trachteten wir gleich bei der Isolierung darnach die einzelney 
Komponenten voneinander zu trennen und verfuhren dabei nach 
folgendem Prinzip: Aus der Spermamasse wird das Nukleo- 
Protamin mit destilliertem Wasser extrahiert, mit verdiinnter 
Essigsiure gefallt und dann durch Schwefelsiiure in seine beiden 
Bestandteile, Protamin und Nukleinsiiure, zerlegt, wobei das Pro- 
tamin in Lésung geht und die Nukleinsiure ausfallt. Der un- 
lésliche Riickstand wird noch mehrmals mit Schwefelsiure behandelt 
um mdoglichst alles Protamin zu gewinnen. Als Kennzeichen fiir 
die Beendiguvg diente die Biuretreaktion und die Fiallung mit 
Natriumpikrat. Wir haben sechsmal extrahiert. Die einzelnen 
Extrakte wurden zuniichst nicht miteinander vereinigt in der 
Erwartung, daB, wenn tatsiichlich verschiedene Clupeine vorhanden 
sind, sie sich vielleicht durch die Leichtigkeit, mit der sie aus 
ihrer Verbindung mit den Nukleinsiiuren abgespalten werden, 
unterscheiden kénnten. Der erste Extrakt enthielt meist wenig 
Clupein, d. h. wenig Substanzen, die mit Natriumpikrat einen 
schwerlislichen Niederschlag geben. Dagegen scheinen andere 
eiweibartige Substanzen vorzukommen, da die Biuretreaktion positi\ 
ist. Er wurde verworten und mit ihm schon stérende Beimengungen 
beseitigt. In dem fiinften und sechsten Extrakt war ein krystalli- 
sierender Kérper enthalten, der weiter unten beschrieben wird. 
Die Extrakte zwei bis vier enthielten fast reines Clupein oder 
das Gemisch der Clupeine ohne gréBbere Verunreinigungen durcli 
Substanzen, die keine Protaminnatur haben. Die Pikrate wurden 
direkt aus dem schwefelsauren Extrakt gefallt und gaben einen 
sich sehr gut absetzenden kérnigen Niederschlag, der mit Alkolol 
getrocknet wurde. Das trockene und gepulverte Pikrat wurde 
in Methylalkohol suspendiert und gasférmige Salzsiiure bis zur 
Lisung cingeleitet. Dadurch wurde die Pikrinsiiure abgetrennt 
und das Clupein in den salzsauren Methylester iibergefiihrt, der 
auf Zusatz von Ather ausfiel. Mit diesem Verfahren wird dic 
Pikrinsiiure vollkommen beseitigt und rein weiBe, nicht hygro- 
skopische Priiparate erhalten. 

Vorversuche ergaben nun, dab der Clupeinester aus eiel 
Gemisch verschiedener Produkte besteht, die sich durch ilr 
Lislichkeit in methylalkcholischer Salzsiure unterscheiden. Um 
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sie voneinander zu trennen haben wir das Estergemisch in 
Methylalkohol gelést und die Lésung mit Salzsiiure gesiittigt 
Dabei fiel ein Teil aus. Der in methylalkoholischer Salzsiure 
lisliche Anteil wurde aus dem Filtrat durch Ather abgeschieden. 
Beide wurden wieder in Methylalkohol gelést und derselben Be- 
handlung unterworfen. Von dem Niederschlag fiel bei der er- 
neuten Sattigung mit Salzsiure wieder nur ein Teil aus (Clupein- 
ester C), waihrend ein anderer Teil erst auf Zusatz von Ather 
ausfiel. Die aus dem ersten Filtrat erhaltene Portion ergab 
ebenfalls bei der Sittigung ihrer methylalkoholischen Lisung 
mit Salzsiure einen Niederschlag und ein Filtrat, aus dem der 
Ester erst durch Ather erhalten wurde. Die Fraktion aus dem 
Filtrat von Clupeinester C und dieser ebenerwihnte Niederschlag, 
der aus dem ersten Filtrat bei der Sattigung mit Salzsiiure sich 
abschied, hatten dieselben EKigenschaften z. B. den gleichen 
Methoxyigehalt und wurden deshalb miteinander vereinigt (Clupein- 
ester B). Die in dem salzsauren Methylalkohol am leichtesten 
lisliche Fraktion konnte iiber das Pikrat wieder in zwei Frak- 


Lésung des Estergemisches in Methylalkohol 
| 


Siittigung mit HCl 
7 - | a 
Y Y’ 


Niederschlag wieder in Filtrat, daraus Ester mit Ather 
CH,OH geloést gefallt und wieder in CH,OH 
gelist 
| 
| 
Sittigung mit HCl Sittigung mit HCl 

Y Y | 
edersehlag Filtrat, daraus Ester : 


mit Ather gefallt 


| Y Y 
| Niederschlag Filtrat, daraus Ester mit 
| | Ather gefillt 
> 
Trennung iiber Pikrat 
Y Y Y Y 
ipeinester C Clupeinester B Clupeinester A, Clupeinester A, 
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tionen aufgeteilt werden (Clupeinester A, und A,), indem die 
wiBrige und neutralisierte Loésung zunichst mit der nach 
einem Vorversuch berechneten halben Menge Natriumpikrat ver- 
setzt wurde. Ks fiel ein Pikrat aus, das sich von dem unter. 
schied, das erst auf vollstiindigen Zusatz des Natriumpikrats austiel, 
Die beiden Pikrate wurden wieder in die Ester iibergefiihrt. Das 
erste Pikrat (A,) konnte auch einmal aus dem schwefelsaurer 
Extrakt des Nukleo-Protamins direkt erhalten werden. Das vorher. 
gehende Schema demonstriert den ‘Trennungsgang deutlicher. 
Von den einzelnen Priparaten wurde die EKlementaranalyse, 
die Methoxylbestimmung und, soweit das Material reichte, auch 
eine Hydrolyse und Bestimmung des Arginingehaltes durch- 
gefiihrt. Aus dem Methoxylgehalt berechneten wir das Mindest- 
molekulargewicht. Mit der Formoltitration lieBen sich in den 
Kstern keine freien Aminogruppen nachweisen; dagegen entwickelte 
salpetrige Siiure etwas Stickstoff. Wir beziehen aber diese Ab. 
spaltung von Stickstoff nicht auf etwa doch vorhandene, aber 
mit der Formoltitration nicht nachweisbare Aminogruppen, sondern 
auf die Guanidingruppen des Arginins. Denn auch ganz reines 
Arginin gibt nach der van Slykeschen Methode etwas melir 
Stickstoff als der Theorie entspricht, 26 bis 28°/, statt 25°/, des 
(sesamtstickstofis. Bezogen auf den Gesamtstickstoff war die 
Stickstoffentwicklung bei allen Fraktionen ungefihr gleich, im 
Mittel 2,75°/,, was auf gleichen Arginingehalt schlieBen litt. 
Dagegen unterscheiden sich die Fraktionen deutlich durch die 
Léslichkeit in methylalkoholischer Salzsiure, die  spezitische 
Drehung, den Gehalt an Methoxyl, damit auch im Mindest- 
molekulargewicht, und bis zu einem Grade auch in der Elementar- 


























Zusammensetzung 
und Eigenschaften der vier Clupeinesterhydrochloride. 


Ga | m= 7 8 Ff & 


























Spezifische Drehung ... — 76° — 78° — 87° — 93° 
Methoxylgehalt °/,. . . 3,20 2,75 1,54 0,76 
Arginingehalt °), vom Ge- 

co. — 89 90 89 
Kohlenstoffgehalt °/, . . 36,61 39,05 88,72 39 (10 
Stickstoffgehalt °/), . . . 24,81 23,26 25,02 25,38 
Chlorgehalt 9, . . . . 17,37 16,30 15,69 15,24 
Wasserstofigehalt . . . 6,84 6,98 7,03 6,76 
Mindestmolekulargewicht 1013 1069 2018 3959 
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analyse. Diese Befunde bestitigen die Ansicht Kossels, nach 
der das Clupein ein Gemisch von Protaminen darstellt. Die 
wesentlichsten Eigenschaften der einzelnen Ester zeigt die vor- 
stehende Tabelle. Die Zahlen fiir Kohlenstoff, Wasserstoff und 
Stickstoff sind Mittelwerte aus den im experimentellen Teil an- 
gefiihrten Analysen. 


Es ist nicht wahrscheinlich, daB die vier Esterfraktionen 
schon reinen und einheitlichen Kérpern entsprechen, sie diirften 
noch durch gegenseitige Beimengungen etwas yerunreinigt sein. 
Wir glauben aber doch, daB die Reinigung so weit gelungen ist, 
daB es berechtigt ist fiir die vier Fraktionen Elementarformeln 
aufzustellen, was auch bereits Kossel (7) und M. Goto (5) getan 
haben. Es wird dadurch die weitere Betrachtung anne 
vereinfacht. Auf Grund des aus dem Methoxylgehalte berechneten 
Molekulargewichtes und der Elementaranalyse lassen sich fiir die 
vier Clupeinester folgende Formeln aufstellen. 


A, ™ B C 
Cy HyNigOgCl; — CasHysNisOgCl, = OgsHigzNggQ,C], —— Cyag Hygg N72 30h, 


In ihrem Methoxylgehalt verhalten sich die Fraktionen A,, 
A,, B und © zueinander wie 1 zu 1 zu2zu4. A, und A, haben 
ein etwa gleichgroBes Molekulargewicht, das von B ist so grob 
wie die Summe der beiden A-Fraktionen und das von C wieder 
das doppelte von dem der Fraktion B. Auf jedes Mindestmolekiil 
trifft eine Methoxylgruppe. Dieser bemerkenswerte Befund be- 
deutet offenbar, daB B aus einer Vereinigung von A, und A, 
besteht und C seinerseits aus 2 T'eilen B aufgebaut ist. Jede 
nichsthéhere Fraktion ist um eine Methoxylgruppe iirmer als 
die vorausgehende. Es entzieht sich also jeweils ein Carboxyl 
der Veresterung oder, wenn die Fraktionen B und © aus den 
(srundkérpern A, und A, gebildet werden, wird immer ein Carboxyl 
verbraucht. Parallel damit liiuft eine Anderung im Chlorgehalt. 
Fraktion C enthilt ein Chloratom weniger als 2 Molekiile B 
und dies wieder eines weniger als die Summe von A, und A,. 
Ks verschwindet also jedesmal eine siiurebindende basische Gruppe. 


Wir versuchen auch die Funktion der iibrigen Atome zu 

uskutieren, zunichst die der Stickstoffatome. Die Fraktionen 

tlt 18 Stickstoffatome oder ein Vielfaches davon. Nach 

| Analysen Kossels gehéren bei A, und A, von 18 Stickstofi- 

itomen 16 den 4 Molekiilen Arginin aa 2 We Monoaminosiinren 

“, bei B und C ist das Verhiltnis ein entsprechendes. Darnach 
g* 
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miibte der Argininstickstoff 88,9°/, vom Gesamtstickstoff betragen, 
Unsere Werte schwankten zwischen 89 und 90°/,. Wir fanden 
auch einige Zahlen tiber 90°/,, konnten uns aber tiberzeugen, da 
diese hohen Werte auf Verunreinigung der Priparate mit Calcium- 
salzen, vor allen Calciumchlorid zuriickzufiihren sind; dieses lift 
sich schwer beseitigen und gibt mit Flaviansiiure ein fast ebenso 
schwer lisliches Flavianat wie Arginin selbst. Bei der Fraktion A. 
konnten wir wegen Mangels an Material die Argininbestimmung nicht 
ausfiihren, wir zweifeln aber nicht, daB auch hier sein Verhiiltnis zu 
den Monoaminosiiuren das gleiche ist wie bei den andern, zuma! 
salpetrige Siiure aus A, gleich viel Stickstoff entwickelte wie aus 
den andern Fraktionen. 

Die Guanidingruppen des Arginins sind im Clupein, wie 
A. Kossel und EK. L. Kennaway (9) durch Nitrierung gezeigt 
haben, frei, dasselbe geht auch aus noch nicht abgeschlossenen 
Versuchen iiber die Benzoylierung der Clupeinester von uns hervor. 
Die Guanidingruppen binden je ein Aquivalent Siiure. Wir finden 
nun regelmiibig, daB die Clupeinester-hydrochloride ein Aquivalent 
Salzsiiure mehr enthalten als dem Arginingehalt entspricht. Es 
mub somit neben den 4 Guanidingruppen noch eine andere 
basische Gruppe vorhanden sein; welchem Baustein sie angehort, 
liBt sich noch nicht entscheiden. Die Chloratome sind verschieden 
leicht dissoziierbar, denn wiihrend die Methoden von Carius uni 
Volhard iibereinstimmende Werte geben, ist durch Titration nur 
ein Siiureiiquivalent nachzuweisen, gleichgiiltig, ob die elektro- 
metrische, alkoholische oder die Alizaringelbtitration (4) angewanit 
wird. Bei den A-Fraktionen sind 4 und bei B 8 Chloratome 
nicht titrierbar, bei C wurde die Titration nicht durchgefiihrt, di 
nicht geniigend Material vorhanden war. Nach der Hydrolyse ist 
dagegen die Salzsiiure titrierbar; auf je ein Argininmolekiil wir 
eine Salzsiiure frei, die gerade dem nicht titrierbaren Carboxy! 
des Arginins fiquivalent ist. Wie aus noch nicht publiziertes 
Versuchen auBerdem hervorgeht, sind die Carboxylgruppen des 
Arginins im Clupein gebunden. 

Auch iiber die Verteilung des Kohlenstoffs geben die An- 
lysen einige Aufschliisse. In den Fraktionen A, und A, gehoret 
24 Kohlenstoffatome den 4 Argininmolekiilen und eines de 
Methoxylgruppe an. Somit bleiben fiir die Monoaminosiuren bei 4, 
noch 6 bei A, noch 10 Atome Kohlenstoff tibrig. Darnach ext 
halt A, 2 Monoaminosiiuren mit je 3 (Alanin, Serin) und 4, 
2 Aminosiinren mit 5 Kohlenstoffatomen (Aminovaleriansiu: 
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Prolin). Entsprechend unterscheiden sich auch die beiden A- 
Fraktionen in ihrem Molekulargewicht um 4 Methylengruppen. 
Die Zahl der Kohlenstoffatome von B ist gleich der Summe derer 
yon A, und A, weniger eins, ebenso ist die von C doppelt so 
groB als die von B vermindert um eins. Das fehlende Kohlen- 
stoffatom betrifft eine Methoxylgruppe, die bei der Veresterung 
nicht mehr aufgenommen werden kann, weil die entsprechende 
Carboxylgruppe nicht mehr frei ist und bei der Bildung der 
héheren Fraktion verbraucht wurde. 

Der Gehalt an Sauerstoff betrigt bei den A-Fraktionen 9, 
bi B 2mal 9—1 und bei C 4mal 9—3 Atome Sanorstoll 
Bei den A-Fraktionen gehéren 2 der veresterten Carboxylgruppe 
an. Von den iibrigen 7 lassen sich 5 durch die Peptidbindungen 
erkliren; die Funktion der beiden letzten ist noch nicht ermittelt. 
Vielleicht gehéren sie Hydroxylgruppen an. Ahnlich verteilen 
sich die Sauerstoffatome in B: 2 in der veresterten Carboxyl- 
cruppe, 10 in Peptidbindungen, 4 in den mutmaBlichen Hydroxyl- 
cruppen und eines in der Carbonylgruppe, die von der Carboxyl- 
gruppe des einen Bruchstiicks bei der Vereinigung der heiden 
ibriggeblieben ist. Die Fraktion C besitzt 33 Sauerstoffatome: 
2 wieder in dem veresterten Carboxyl, 20 in Siureamidbindungen, 
5 in Hydroxylen und 3 in Carbonylen, Bei der Vereinigung der 
Grundkérper zu den hédheren Fraktionen tritt also nach dieser 
Uberlegung eine Wasserabspaltung ein, wodurch die Carboxyl- 
gruppe in die Carbonylgruppe iibergeht. Die andere an dieser 
Reaktion beteiligte Gruppe laft sich noch nicht ermitteln. Aus 
der Abnahme des Bindungsvermégens fiir Salzsiure miiBte man 
annehmen, dai es eine basische Gruppe ist. Jedenfalls handelt 
es sich weder um eine salzartige noch eine Molekiilverbindung, 
Die basische Gruppe kann keine freie Aminogruppe sein, da keine 
ler Fraktionen freien Aminostickstoff besitzt. 

Auf die Tatsache, daB der Mangel an freien Aminogruppen 
in den Protaminen ohne Lysin sich mit einer strengen Durch- 
tihrung der Peptidstruktur nicht ohne weiteres vereinen lift, hat 
vereits Kossel hingewiesen (6, S. 52). Wir fanden dagegen freie 


_‘eresterbare Carboxyle in unsern Fraktionen. Hiitte das Clupein 
durchweg Peptidstruktur, so miiBte man zu jedem freien Carboxy! 
ach eine freie Aminogruppe erwarten. Bei Anwendung der 
/’an Slykeschen Methode der Bestimmung der freien Amino- 
/stuppen ist eine Ausnahme miglich, niimlich dann, wenn am 
Auwinoende einer Peptidkette Prolin oder Oxyprolin steht. Seine 
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Iminogruppe reagiert nicht mit salpetriger Saure, jedoch zu 80° 
bei der Formoltitration, wovon wir uns durch wiederholte Versuc en 
von neuem itberzeugt haben. Aus der Tatsache, daB die lysin. 
freien Protamine keinen formoltitrierbaren Stickstoff besitzey, 
schlieBen A. Kossel und N. Gawrilow (8), daB die Iminogruppe 
des Prolins in die Verkniipfung der Aminoséiuren mit einbezogen 
ist. Dasselbe ergibt sich aus Versuchen von H. D. Dakin (3), der 
aus dem Hydrolysat von Gelatine ein Oxyprolyl-prolinanhydrid 
isolierte, ferner von EK. Abderhalden und EK. Komm (1), die aus 
der Verdauungstliissigkeit von Edestin mit Pankreatin ein Prolyl. 
vlycinanhydrid ewannen. Die Bausteine der A-Fraktionen be. 
sitzen 6 Carboxyle und 6 g-Aminogruppen (darunter bei A, die 
Iminogruppe des Prolins), die fiir die Verkettung der Aminosiuren 
verbraucht werden kénnen. Ein Carboxy] bleibt frei, somit stehen nu: 
5 Carboxyle fiir die Peptidbindungen zur Verfiigung. Entsprechen( 
sind dann nur 5 Aminogruppen daran beteiligt. Die sechste mui 
anders gebunden sein, da “ihre Carboxylgruppe frei ist, wie, das 
liBt sich jetzt noch nicht entscheiden. 

Die Fraktionen A, und B wurden mit Saure hydrolysiert und 
im Hydrolysat die freien Aminogruppen bestimmt. A,, die Fraktion, 
welche neben Arginin 2 Monoaminosiuren mit 5 Kohlenstoffatomen 
darunter Prolin besitzt, liefert dabei 25,45°/, freien Aminostick- 
stoff vom Gesamtstickstoff. Unter der Voraussetzung, dai nu 
ein Prolinmolekiil bei der Hydrolyse entsteht, wiirde er 27,77 
betragen. Von der Fraktion B vermuten wir, daB sie aus A, uni 
A, aufgebaut ist. Darnach wiirde sie auf 8 Molekiile Arginin nul 
ein Prolin enthalten und der freie Aminostickstoff nach der Hy set 
lyse 30,55°/, vom Gesamtstickstoff betragen, wir fanden etwas 
mehr, 32,56°/, und fir C 31,29°/, statt 30,55°/, der Theorie. 

lm vorausgegangenen haben wir versucht aus den Analyser 
Schliisse auf die Struktur unserer Clupeinester-hydrochloride 21 
ziehen. Wir sind uns dabei wohl bewu8t, daB sie zu Annahmer 
fihrten, die sich mit unserer jetzigen Kenntnis der Zusammet- 
setzung des Clupeins und der landliufigen Vorstellung vom bai 
der Proteine noch nicht vereinigen lassen. So enthalten de 
Ester mehr Sauerstoff als sich aus der Bausteinanalyse und dev 
Gehalt an Serin erkliren liBt. Auf den hohen Gehalt an Sauer 
stoff der Proteine tiberhaupt ist schon mehrfach hingewiesen wordet. 
so vor allem von P. Brig] und R. Held (2). Es ist sehr wo) 
indglich, daB noch mehr Oxyaminosiiuren vorkommen. F. B.Schry: 
ver und seine Mitarbeiter haben verschiedene neue Oxyaminosaur¢: 
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_stanz isolieren, die sehr viel Ahnlichkeit mit Arginin hat. Es ist 
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aufgefunden und kommen zu der Ansicht, daB wahrscheinlich zu jeder 
Aminosiure auch die entsprechende Oxyaminosiiure vorkommt (10). 

Wie eingangs bereits erwihnt, findet sich in dem 5. und 6. Ex- 
trakt des Nukleoprotamins ein krystallisierter Kérper. Er unter- 
scheidet sich in wesentlichen Punkten vom Clupein. Das Pikrat 
dieser beiden Fraktionen wurde in der beschriebenen Weise durch 
Salzsiiure in Methylalkohol zerlegt. Bei der zweiten Veresterung 
schied sich als schwerstléslicher Anteil nicht wie bei den andern 
Extrakten das Hydrochlorid des Clupeinesters C ab, sondern gleich 
ein krystallisiertes Hydrochlorid in Form von kleinen, rosettenfirmig 
angeordneten Prismen. Neben diesem Ké6rper enthielten diese Ex- 
trakte etwas Clupeinester B und in der Hauptsache Clupeinester A,,. 

Der krystallisierte Kérper zersetzte sich bei 242° unter Auf- 
schiumen und Schwarzfirbung. Er gibt die Biuretreaktion, ist 
optisch aktiv, dreht aber weniger stark nach links als die Clupein- 
fraktionen. Beim Umkrystallisieren aus Wasser zerfillt er wahr- 
scheinlich infolge der Wirkung der Salzsiiure, die sich beim 
Kinengen der wiBrigen Lésung des Chlorids konzentriert. Der 
Hauptteil schied sich krystallisiert in sechsseitigen Tafeln aus, 
Sie zersetzten sich bei 294°, und gaben die Biuretreaktion nicht 
wehr. In der Mutterlauge war sie dagegen noch positiv. Ks 
lat sich nicht entscheiden, ob der krystallisierte und der biuret- 
zebende K6rper vorher chemisch miteinander verbunden waren 
oder ob nur eine Beimengung vorliegt. 

Auffallend ist der hohe Stickstofigebalt des Kérpers vor der 
/ersetzung, er betragt im Mittel 30,06°/,, auf 35 Kohlenstoflatome 
29 Stickstoffatome. Der freie Aminostickstoff macht 10,32°/, vom 
esamtstickstoff aus, d. b. unter den 29 Stickstoffatomen sind drei 
in freien Aminogruppen. Die Substanz besitzt einen ausgesprochen 
hasischen Charakter und bindet auf 29 Stickstoffatome 11 Sulz- 
siurereste. Bei der Hydrolyse mit Siuren treten 34,25°/, des 
Ntuckstoffs als Ammoniak auf. Diese Verteilung des Stickstoffs 
unterscheidet den Kérper wesentlich von dem Protamin, das keine 
‘'relen Aminogruppen besitzt und bei der Hydrolyse kein Ammo- 
nak gibt. Ein weiterer Unterschied ist die Braunfarbung und 
Bildung von Huminsubstanzen bei der Hydrolyse, die beim Clupein 


_praktisch titberhaupt nicht eintritt. Ferner gibt er nach der Ver- 
esterung kein Methoxyl, enthilt also keine freien Carboxyle und 


verhaupt wenig Sauerstoff. 
Aus dem Hydrolysat lie sich mit Flaviansiiure eine Sub- 
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aber kein rechtsdrehendes Arginin, denn das Pikrat gibt mit 
d-Argininpikrat eine Depression des Schmelzpunktes. Uber die 
Bedeutung dieser Kiérper liBt sich vorerst noch nichts sagen. 










Experimenteller Teil. 





































Darstellung der Clupeinester. 
Die reifen Testikel*) wurden in der Hackmaschine zerkleinert. ( 
in dem vier- bis fiinffachen Volumen Wasser durch kriftiges Turbi- 9 
nieren suspendiert und dann durch ein Kiichensieb oder eine A 
doppelte Lage von Verbandmull koliert. Aus dem Filtrat wurde G 
das Nukleo-Protamin durch Kssigsiiure gefallt, auf 13 Liter 
Fliissigkeit verwandten wir 870 ccm Hisessig. Nach dem Ansiuern 
wurde noch etwa !/, Stunde turbiniert und dann die Fliissigkeit 
auf mehrere Faltenfilter gebracht. Der Riickstand auf den Filterp 
wurde noch zweimal mit 1°/,iger Essigsiure turbiniert und wie- (xe 
der filtriert. Der Filterriickstand wurde auf dem Wasserbad mit 
Alkohol extrahiert und dann in Portionen, die ungefahr 7 kg Be 
Ausgangsmaterial entsprachen, in 8 Liter Wasser suspendiert un 
mit verdiinnter Natronlauge bis zur eben alkalischen Reaktior i 
versetzt um das Nukleo-Protamin wieder in Lésung zu bringen. hol 
Zu der Mischung gaben wir unter dauerndem Turbinieren einer We 
halben Liter Wasser, der 40 ccm konzentrierte Schwefelsiiure & 
enthielt. Zur vollstiindigen Zerlegung des Nukleo-Protamins bei 
wurde noch eine 1/, Stunde weiter turbiniert und dann durch an 
mehrere Faltenfilter filtriert. Der Filterriickstand (Nukleinsiure dur 
wurde noch fiinfmal auf die gleiche Weise mit verdiinnter Schwetel- Ver 
siiure extrahiert. Wir erhielten so 6 Extrakte, die etwas milchiy Aut 
getriibt waren. Sie wurden solange mit Natriumpikrat versetz', sch 
als noch ein Niederschlag erfolgte. In dem ersten Extrakt ent- @ Alk 
stand nur eine geringe Menge eines klebrigen Pikrates, das nicht J Pyr 
weiter verarbeitet wurde. Wie bereits im allgemeinen Teil erwiihnt, J )ra! 
ergab sich aus dem zweiten bis vierten Extrakt das reinste Pikrat, J ‘ein 
und enthielten der fiinfte und sechste Extrakt einen kristallisierte: & 
Kérper neben Clupein. Um aus diesen beiden Extrakten das & ‘rys 
Clupein zu gewinnen, muB man erst den krystallisierten Korper J Met 
beseitigen. F und 
| iber 
*) Wir erhielten das Material durch das freundliche Entgegenkomme: Pikr 


des staatlichen Fischereiamtes (Oberinspektor Wegener) und liebenswiirdiz 
Vermittlung von Prof. Ehrenbaum in Hamburg. Beiden Herren micht«! 
wir auch an dieser Stelle unsern Dank aussprechen. 
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Das Clupeinpikrat setzt sich beim Stehen gut ab, die 
iiberstehende Fliissigkeit wird dekantiert und der Niederschlag 
scharf abgesaugt. Zur Reinigung wird er in einer Schale mit 
etwa 0,3°/, iger Salzsiure gut verrieben, wieder abgesaugt, darauf 
in der gleichen Weise mit Alkohol verrieben und trockengesaugt. 
Zur Untersuchung der Eigenschaften des Pikrates verwandten 
wir die Fraktion 4,. Zur Analyse wurde es noch einmal aus 
0,1 n-Salzsiure umkrystallisiert, mit Wasser und Alkohol gut 
ausgewaschen und tiber Phosphorpentoxyd im Vakuum bei 100° 
zur Konstanz getrocknet. Dabei verloren 23,015 mg 0,910 mg an 
Gewicht = 3,95°/). 

Analyse nach Pregl. 

4,330 mg Substanz gaben 5,81 mg CO,, 1,775 mg H,O. 


8.595 ,, i »  0,760ceem N, bei 18° und 713 mm. 
0,4725 ¢ - »  0,2472 g Pikrinsiiure. 


Gef. C 36,60°/, H 4,59°/, N 23,26°/, H,O 3,95°), Pikrinsiiure 52,32°/, 
CsoHeoNisO, : 4C,H,N,0, (1732,65). 
Ber. C 37,40°/, H 4,199/, N 24,25°/, 4H,O 3,99%/, 4Pikrinsiiure 52,87°/,. 
Aus dem Gehalt an Pikrinsiure ergibt sich ein Aquivalentgewicht 
von 209 (berechnet 204). 
Das Pikrat wurde nicht weiter analysiert, da die Werte wegen des 
hohen Gehaltes an Pikrinsaure unsicher sind. Die Zahlen fiir die berechneten 
Werte entnahmen wir aus den Analysen des Esters. 


Das krystallwasserhaltige Pikrat sintert bei 90° und gibt 
bei 120° sein Wasser ab, das krystallwasserfreie fingt bei 170° 
an zu einer zihen Masse zusammenzusintern, die dabei etwas 
dunkler wird, beginnt bei 220° Blaschen zu bilden ohne weitere 
Verfarbung, zersetzt sich aber erst bei 250° unter lebhaftem 
Aufschiumen und Schwarzfirbung. Das Pikrat lost sich sehr 
schwer in Wasser, etwas leichter in verdiinnten Sauren und 
Alkalien, schwer in Alkohol, lést sich dagegen in Aceton und 
Prridin. In den sonstigen gebrauchlichen Lésungsmitteln ist es 
praktisch unléslich. Ausbeute aus 7 kg Testikeln rund 100g 
reines Clupeinpikrat. 

Clupeinmethylester-hydrochlorid. 100 g_ trockenes 
krystallwasserhaltiges Pikrat wurden fein gepulvert, in 2 Liter 


 Methylalkohol suspendiert und in die Mischung unter Kiihlung 
| und Rithren Salzsiure eingeleitet. Die Temperatur soll 30° nicht 
| iberschreiten. Beim Einleiten der Salzsiure geht allmiihlich das 
' Pikrat vollstiindig in Lésung, bei weiterem Kinleiten bis zur 
“attigung fallt dann ein Teil des Esters aus. Wenn mit Salz- 
| ‘dure gesittigt ist, l4Bt man einige Stunden stehen und versetzt 
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dann die Mischung mit 2 Liter Ather. Dabei fallt der Este; 
fast quantitativ (75 g) aus, wiihrend die Pikrinsiure in Lésung 
bleibt. Der Ester wird auf eine Glasnutsche abgesaugt und mit 
Ather nachgewaschen. 

Der Gang der weiteren Fraktionierung ist bereits im allzge- 
meinen ‘Teil durch ein Schema dargestellt worden. 50g Rohester 
wurden in 1 Liter Methylalkohol gelést und Salzsiure bei Zimmer- 
temperatur bis zur Siittigung eingeleitet. Dabei fielen etwa 30¢ 
(B+ C) aus, von denen am niichsten Tag abfiltriert wurde. Das 
Filtrat enthalt die Ester von B und A, die mit etwa 1 Liter 
Ather gefillt wurden (20 g). Die 30 ¢ B-+C wurden wieder iy 
600 ccm Methylalkohol gelést und mit Salzsiiuregas gesiittict, 
Beim Stehen iiber Nacht hatten sich 10g Ester C abgeschieden, 
aus dem Filtrat fielen auf Zusatz von Ather 20 g Ester B aus. 
Die 20 g der beiden Ester B und A, die aus dem ersten Filtrat 
mit Ather gefillt worden waren, wurden in 400 cem Methylalkoho! 
gelést, wieder mit Salzsiure gesiittigt, wobei etwa 10 g Kster } 
austielen, und sich aus dem Filtrat durch Ather die Ester 4 
abschieden. Zur volligen Veresterung wurde jede Fraktion vor 
der Weiterbehandlung nochmals mit Methylalkohol und Salzsiiure 
behandelt, so daB im ganzen eine viermalige aaa jeweils 
stattgefunden hat. 

Das Hydrochlorid des Clupeinesters A (10 g) wurde in 
500 ccm Methylalkohol gelést und Salzsiure bis zur bleibenden 
Triibung eingeleitet. Es entstand eine geringe Menge (1 g) Nie- 
derschlag, von dem nach 2 Stunden abfiltriert wurde. Aus dem 
Kiltrat wurden die Ester A mit Ather gefalit. 9g wurden ir 
2 Liter Wasser gelést, mit Natronlauge bis zu alkalischer Reaktiou 
gegen Lackmus versetzt (etwa p,, 9) und dann mit 8 g Natriun- 
pikrat, die in Wasser gelést waren, gefallt. Der Niederschla: 
bestand aus dem Pikrat von Clupein A,. Es wurde abfiltriert 
und aus dem Filtrat durch Zusatz von weiteren 8 g Natrium- 
pikrat A, gefillt. Hier ist aber zu erwiihnen, daB diese Method: 
der T'rennung der beiden Clupeine nicht immer zum Ziel fiihrten 
Beide Pikrate wurden zweimal auch direkt aus dem schwefelsaure! 
Extrakt des Nukleoprotamins erhalten. In diesen Fallen haben 
wir das Nukleoprotamin sofort mit der verdiinnten Schwefelsiur 
extrahiert, ohne es zuvor mit Alkohol zu behandeln. Obwohl de! 
Extrakt noch die Lipoide enthielt, setzte sich der Pikratnieder 
schlag gut ab. Man kann sich also die zeitraubende Extraktio' 
mit Alkohol ersparen. 





























































Uber Clupein. 
er Hydrochlorid des Clupeinmethylesters A,. 
1 Das Pikrat A, wurde in der beschriebenen Weise mehrmals 
‘it J verestert, mit Xther gefillt und in der Reibschale griindlich mit 

Ather ausgewaschen, um iiberschiissige Salzsiiure zu entfernen. 


e- SchlieBlich wurde es scharf abgesaugt und zuniichst bei Zimmer- 
er temperatur tber Kaliumhydroxyd und Calciumchlorid im Vakuum 
Ts vorgetrocknet, dann weiter iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum 
)g bei 100° zur Konstanz getrocknet. 
as Dabei verloren 0,0717 g 0,0046 g an Gewicht = 6,41°/, H,O. 
er Analyse nach Pregl: 

_ 3,533 mg Substanz gaben 4,775 mg CO,, a mg H,O. 
“ 4,540 mg 7 » 6,035 mg CO,, 2,610mg H, 0. 
pt 115mg » 3,540 mg CO,, 2,449 mg H,O. 
Ni, In Prozenten: 
us, C 36,86°/,, 36,26°',, 36,72°/,; Mittel 36,61°/, C 
- H 7,42 6,44 6,66  Mittel 6,84 H. 
vol Kjeldahl: 
"if 0,09997 g Substanz verbrauchten 17,8 ccm 0,1 n-HCl. 

b 0,12290 ¢ ‘ is 20,25 eem 0,1 n-HCl. 

A 0,074707 g ¥ . 11,95 eem 0,1 n-HCI. 
vor 0,11206 ¢g ” s 19,80 cem 0,1 n-HCl. 
are In Prozenten: 

ls N 24,94°/,, 24,66°/,, 24,89°/,, 24,75°/,; Mittel 24,819), N. 
, Volhard: 

. 0,09997 g Substanz verbrauchiten 4,85 cem 0,1 n-AgNO,. 

1D Carius: 
len & 0,2169 g Substanz gaben 0,1521 g AgCl. 
lia 0,2021 g " »  0,1428g AgCl. 
ie In Prozenten: 

- Cl 17,20, 17,35, 17,48°/,; Mittel 17,34, Cl. 

I Zeisel: 
100 65,9 mg Substanz gaben 15,86 mg AgJ = 2,09mg OCH, = 3,19°/,. 
1m 144,3 mg - »  85,36mg AgJ = 4,67mg OCH, = 3,24°/,. 
Mas 237,4 mg krystallwasserhaltiger Ester 


gaben 53,25mg AgJ = 7,045 mg OCH, = 2,96"/,, 


} auf krystallwasserfreie Substanz bezogen = 3,17°/). 
1n- Mittel: = 3,20°/, OCH,. 
ode Dieser und auch die andern Ester enthielten keinen Methylimid- 
ten, stickstoff. 


Die Werte stimmen gut auf die Formel C,,H,,;N,,0,Cl, (Mol.- 
. ‘ew. 1013,0 fiir das Hydrochlorid des Esters und 816,65 fiir den freien 
ba & Clupeinester). 
wut BE Ber. C 36,729, H 6,67°/, N 24,899), Cl 17,50°/, OCH, 3,06°/, 4H,0 6,63°,. 
Jor |; 
at bef. C 36,61 H684 N24,81 (117,34  OCH,3,20 H,06,41 
Der Mikro-Dumas liefert wie beim Arginin selbst in der Regel 1 bis 
10. i » Stickstoff zu wenig (22,95°/,, 22,52°/,, 23,43°/,). Dies ist auch bei der 
bialiesoes zu beriicksichtigen. 
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van Slyke: 
0,22412 g Substanz gaben 3,6 — 0,7 = 2,9ceem N, bei 22° und 
711 mm = 1,53 ng = 2,75°/, Amino = N vom Gesamt = N. 

Wie bereits erwihnt, ist dieser Wert wohl auf Rechnung der Guani. 
dingruppen zu setzen. Denn bei verschiedenen Analysen reinen Arginin. 
hydrochlorids fanden wir 26,41, 26,07, 26,93, 27,40°/, Amino-Stickstoff yom 
Gesamt-Stickstoff. 

Formol-Titration: 

0.22412 ¢ verbrauchten 0,15 ecem 0,1 n-NaOQH = 0,4°/, Amino-N de; 
(resamt-N. 

Alkoholische Titration: 

0.22412 g in 10ecem Wasser und 150 cem Alkohol verbrauchten 
110 — 0,25 = 0,85cem 0,2 n-KOH (f = 0,855), Dies sind von 5HCI nur 
1 Siiureiiquivalent. Das gleiche Resultat hatten die Alizaringelb und elek- 
trometische Titration. 


Optische Aktivitit [e];) | 













151-100 
0,9997-2 
Der krystallwasserhaltige Kster zersetzt sich bei SO° woter 
Abgabe von Wasser, der krystallwasserfreie bei raschem Erhitzen 
bei 230° unter Aufschiumen, bei ungetihr 270° tritt Braunfarbung 
ein. Er list sich leicht in Methylalkohol auch in der Kilte, vie) 
schwerer in methylalkoholischer Salzsiiure, sehr leicht in Wasser, 
gut auch in Athylalkohol. In den iibrigen gebriuchlichen Lésung:- 
mitteln ist er unléslich. Im allgemeinen stellt er ein rein weike: 
Pulver dar. Manchmal besitzt er eine schwachrosa Farbe, die 
vielleicht durch tiberschiissige Salzsiiure erzeugt wird, aber nach 
Lésen in Alkohol und Fiillen mit Ather wieder verschwindet. 


Hydrochlorid des Clupeinmethylesters A.,. 

Wie im Vorhergehenden beschrieben, wird er aus dem Pikrat 
A, dargestellt. 

0,7250 g im Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur getrockneter Este: 
verloren im Vakuum bei 100° iiber P,O,; 0,0458 g¢ an Gewicht = 6,45°/, H,0 

Analyse nach Pregl: 

8,774 mg Substanz gaben 5,395 mg CO,, 
6,235 mg CO,, 





een, ae 
— 69,0 . 





















2,34 ng H,O. 
4,350 mg ” ™ 2,725 mg H,0. 
In Prozenten: 
C 39,00°%,, 39,11°/,; Mittel 39,05°/, 









S. C26... amt <¢ “ 6,98°/,. 

Kjeldahl: 

0,09458 g Substanz verbrauchten 15,60 ccm 0,1 n-HCl. 

0,09458 g i. " 15,70 cem 0,1 n-HCl. 

0,0823 g ‘ 13,75 eem 0,1 n-HCl. 
In Prozenten: 

N 23,11, 23,26, 23,40°',; Mittel 23,269, N. 


Volhard: 
0,1886 g Substanz verbrauchten 8,6 cem 0,1 n-AgNO,. 
0,1886 g ‘s ™ 8,7 eem 0,1 n-AgNQ,. 
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Uber Clupein. 


Carius: 
0,1886 g Substanz gaben 0,1240 ¢ AgCl. 
0,1886 g a 4» 0,1251 g AgCl. 
In Prozenten: 
Cl 16,17, 16,35, 16,26, 16,41; Mittel 16,30%/,. 
Zeisel: 
16,3 mg Substanz gaben 2,88 mg AgJ OCH, = 2,34°/,. 


35,2 mg - » 75mg AgJ OCH, = 2,90%,. 
50,1 mg ‘i » 11,33 mg AgJ OCH, = 2,98%,. 


Mittel: 2,75°/, OCH,. 
C,,H;,N,;,09Cl, (Molekulargewicht 1069) 
Ber. C 39,28°/, H 7,07°/, N 23,58°/, Cl 16,58°/, OCH, 2,90°/, 4 H,O 6,31°, 
Gef. ,, 39,05 » 6,98 ,, 23,26 5, 16,30 » m6 » 6,45 
Riickstandsbestimmung: 
49,150 mg Substanz geben beim Glihen 0,145 mg Asche = 0,295°/). 
0,4806 g¢ ‘“ ‘ »  Veraschen mit H,SO, 0,65 mg Riick- 
stand = 0,13°/,, auf Ca bezogen 0,04°/,. 
van Slyke: 
0.29135 g Substanz gaben 4,50 —- 0,75 = 3,75 com Ny, bei 22°, 
ill mm = 2,02 mg = 2,90°/, vom Gesamtstickstoff. 
2,96+100 


Drehung: [a] = 59916.9 = 


— 78,24°, 


Argininbestimmung: 

Etwa 0.6 g wurden mit 10 cem 25 °/, iger H,SO, 20 Stunden unter 
RiickfluB gekocht, die H,SO, mit Ba(OH), bis zur sehwach sauren Reaktion 
entfernt, das Filtrat auf 100 cem gebracht. 10 cem verbrauchten 9,0; 
(12 cem 0,1tn-HCl (Kjeldahl). 10 cem Substanz gaben 7,46 ccm N, bei 
5° 725 mm = 3,97 mg = 31,55°/, (van Slyke). 30 ccm Substanz gaben 
ait 5eem 10°/, Flaviansiiure 0,02548 g Flavianat = 93,49°/, Arginin-N vom 
resamt-N, 

Amino-N nach der Hydrolyse: 31,85 — 2,90 = 28,43°),, berechnet fiir 
| Prolin 27,77°/, Amino-N vom Gesamt-N. 

Die sonstigen Kigenschaften des Clupeinester-hydrochlorids 
A, sind denen von A, gleich. 


Hydrochlorid des Clupeinmethylesters B. 


30 g Rohester B wurden in 800 ccm Methylalkohol gelist 
ind Salzsiure bis zur eben bieibenden Triibung eingeleitet. Nach 
‘Stunde wurde von dem Niederschlag abfiltriert und aus dem 
‘iltrat der Ester mit Ather gefiillt. Dieser Niederschlag wurde 
veder in 200 ccm Methylalkohal gelést und Salzsiiure bis zur 


‘“‘ttigung eingeleitet, wobei etwa 20g gereinigter Ester B aus- 


7 


een, Sie wurden abgesaugt und zur Entfernung der iiber- 
‘uilssigen Salzsiiure nochmals in wenig Methylalkohol gelést und 
“it Ather gefallt. 
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Das rein weibe Produkt wurde zuerst bei gewéhnlicher Temperatur 


m Vakuum iiber Kaliumhydroxyd und Calciumehlorid getrocknet. 


1,0036 g des so vorbehandelten Priiparates verloren im Vakuum iiber 


Phosphorpentoxyd bei 100° 0,0645 g an Gewicht = 6,43°/, H,O. 
Analyse nach Preg!: 
4,310 mg Substanz gaben 6,120 mg CO,, 2,710 mg H,O, C 38,72 
H 7,03 °/,. 


Kjeldahl: 

0,0408 g Substanz verbrauchten 7,3 ccm 0,1 n-HCl. 
0,0408 g _ - 7,35 cem 0,1 n-HCl. 
0,0816 g ‘ is 14,5 ecm 0,1 n-HCl. 
0,0816 g - rm 14,5 cem 0,1 n-HCl. 


In Prozenten: 
N 25,06, 25,22, 24,90, 24,90°/,; Mittel 25,02°/, N. 


Volhard: 

0,0816 g Substanz verbrauchten 3,60 cem 0,1 n-AgNQ,. 
0,0816 g " bs 3,65 cem 0,1 n-AgNO,. 
Carius: 

0,0816 g Substanz geben 0,0524 g AgCl. 

0,0816 g ™ » 90,0513 g AgCl. 


In Prozenten: 
Cl 15,46, 15,85, 15,89, 15,55°/,; Mittel 15,69°/, Cl. 


Zeisel: 

0,0727 g Substanz geben 0,0080 g AgJ OCH, = 1,46°/,. 
0,1480 g m » 00,0144 ¢ AgJ OCH, = 1,29°/,. 
0.2896 g —,, »  0,0878 g AgJ OCH, = 1,72. 
0,1478 g ™ »  0,0190¢ AgJ OCH, = 1,70°/). 


Mittel 1,54°/, OCH. 
Methylimid war vdllig negativ. 
C,;,H,437Ng6017Cly (Molekulargewicht 2013,5) 
Ber. C 38,72°/, H 6,91°/, N 25,03°/, Cl 15,85°/, OCH, 1,55°/, $H,O 6,53", 
Gef. ,, 38,72 ,, 7,08 ,, 25.02 ,, 15,69 » 1,54 6,43 
van Slyke: 


0,0816 g Substanz geben 1,30 — 0,45 = 0,85 cem Ny bei 22° 721 mu 


= 0,4536 mg = 2,22°/, vom Gesamtstickstoff. 
Alkoholische Titration: 

0,0816 g in 10 cem H,O Substanz verbrauchten 0,40 eem 0,1 n-Nall 
gegen Thymolphthalein = 1HCl. Die 8HCI, die durch die Guanidingrupy 
gebunden sind, kénnen nicht titriert werden. 

2) 0 1,00-100 aor 
Drehung: [e]), = 0,5730-2 =~ 86,8°. 
Hydrolyse und Argininbestimmung: 

Etwa 1g Ester wurden mit 50 cem 25°/,iger H,SO, 10 Stunden « 
RiicktluB gekocht, H,SO, mit reinem Baryt entfernt bis zur eben noch sauré 
Reaktion, auf 100 ccm gebracht, der Stickstoff bestimmt und mit 30 ¢% 
eine Argininfillung mit Flaviansiiure gemacht. 5 eem verbrauchen 16 
0,1 n-HCl. 2x je 30 cem wurden mit je 10 cem 10°/,iger Flaviansaur 
versetzt. 1,1030 g und 1,1070 g Flavianat = 94°/, und 94,34°/, Argin 
stickstoff yom Gesamtstickstoff. Bei der Untersuchung auf reipes Argin 
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javianat fiel uns das verschiedene Verhalten beim Erhitzen auf. Reines 
Arzininflavianat zersetzt sich bei raschem Erhitzen ohne Knall, das Arginin- 
Javianat aus Clupein dagegen mit Knall, was schon auf Beimisehung eines 
anorganischen Flavianates hinweist. 2 g Flavianat wurden mit 200 cem 
warmem Wasser extrahiert. Aus dem Extrakt fiel nach einem Tag ein 
Flavianat, das sich als Calecium-Flavianat erwies. 

Vor der Argininfaillung wurde eine Bestimmung des Aminostickstofis 
pach van Slyke ausgefiihrt. 5 cem geben 7,757 mg Aminostickstoff bei 

}und 711 mm = 34,57°/, Aminostickstoff vom Gesamtstickstoft. 

Vom gleichen Priparat wurden etwa 2g auf die gleiche Weise mit 
cem 25°/,iger Schwefelsiure hydrolysiert und das Filtrat vom BaSOQ, 
wif 200 cem gebracht. 5 cem verbrauchten 17,27 cem 0,1 n-HCl. 2 x je 
vcem wurden auf je 400 eem auftgefiillt und mit 10 cem 10°, iger Flavian- 
siure versetzt. 1,1287 g und 1,1289 g Flavianat = 89,25°/, und 89,30°, 
Arzininstickstoff vom Gesamtstickstott. Die Filtrate wurden auf etwa 100 cem 
eingeengt. Nach 1 Tag fiel wieder ein krystallisiertes Flavianat aus, das 
CaFlavianat war. Man muB also bei stiirkerer Verdiinnung arbeiten, sonst 
jndet man bei der Flayiansiuremethode zu hohe Werte. Zu erwiibnen ist, 
ab 0,5°/, Ca. etwa 5°), zuviel Arginin-Flavianat finden lassen. 

Die van Slyke- Bestimmung vor der Arginin-Fiillung ergab bei 5 cem 
123 mg Amino-Stickstoti bei 24° und 711 mm = 85°%/, des Gesamtstickstofls. 
| Prolin verlangt 30,55 °/) Aminostickstoff. Wir fanden im Mittel 34,78 — 2,22 
~ 32.56°/, Aminostickstoff. 

Versuche mit reinem Prolin: 10 cem der Prolinlisung verbrauchten 

‘cem 0,1 n-HCl beim Kjeldahl. 

i0 ¢cem geben, 10 Minuten geschiittelt, 0,95 — 0,75 = 0,20 cem.N, bei 

715mm = 0,1053 mg = 1,04°', Aminostickstoff vom Gesamtstickstoff. 

Im Zersetzungspunkt und in den sonstigen Kigenschaften weist 
Kster B keine wesentlichen Unterschiede von A aut. 


oy, Hydrochlorid des Clupeinmethylesters C. 


10 g Rohprodukt C wurden in 200 ccm Methylalkohol gelést 
ud HCl bis zur Sittigung eingeleitet. Der ausfallende Ester 
| wurde abgesaugt und zur Entfernung der iiberschiissigen HCl 
wochmal in wenig Methylalkohol gelést und mit Ather gefillt. 
aol Das rein weife Produkt wurde im Vakuum bei Zimmertemperatur 
upp: Me Yer KOH und CaCl, vorgetrocknet, hierauf wurde im Vakuum bei 100° 
‘ver Phosphorpentoxyd zur Konstanz getrocknet, wobei 0,5082 g 0,0325 g 
u Gewicht verloren = 6,40°,, H,0. 
Pregl: 
1,215 mg Substanz gaben 6,05 mg CO,, 2,560 mg H,O 
3,795 mg " .» 95,85 mg CO,, 2,255 mg H,O. 
In Prozenten: 
C 39,15, 38,86%,; Mittel 39,00°/, 
H 6,80 6,72 Mittel 6,76 
Kjeldahl: 
0,04084 g Substanz verbrauchten 7,4 cem 0,1 n HCl. 
0,04084 g - . 7.4 ¢cem 0,1 n HCL. 
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In Prozenten: 25,38°/,,. 
Volhard: 

0,08168 g Substanz verbrauchten 3,5 ccm 0,1 n AgNOQ,. 
Carius: 

0,08168 g Substanz gaben 0,0505 g AgCl. 


























In Prozenten: sch 

Cl 15,19°/,, 15,30°/,; Mittel 15,24°/,. ln, 

Zeisel: ' 

28,6 mg Substanz geben 1,65 mg AgJ, OCH, = 0,76°,,. _ 

Methylimid negativ. 

Berechnet fiir C,, ,Hog gN7,0,,Cl,, (M. G. 3359) pverl 
C 39,10°/, H6,86% N25,47°/, Cl 15,23°/, OCH, 0,78°/, 16H,O 6,78°. min 

Gefunden: gest 
C 39,00°/, H6,76%, N 25,38°/, Cl15,24°/, OCH, 0,76°, H,O 6,40° . 

van Slyke: . 

0,0288 g Substanz geben nach 20 Min. Schiitteln 0,96 — 0,60 = 0,36 ccm 
N, bei 20° und 712 mm = 0,1916 mg = 2,7°/, des Gesamtstickstofls. 

0,0576 g Substanz geben nach 10 Min. Schiitteln 1,45 — 0,60 = 0,85 cen 
N, bei 20° und 712 mm = 0,452 mg = 3,2°/, Aminostiekstoff vom Gesamt. 
stickstoff. 

9 
Drehung: _ a acters — =— 93°, 
U,8168 +2 | 

Bei simtlichen Clupeinesterhydrochloriden in wiiBriger Lisung | 
nihm die Drehung nach 6 bis 8 Tagen etwas nach links zu. ' 

Hydrolyse: Sie wurde wie sonst ausgefiihrt, jedoch 20 Stunden gekoch. ( 

2 cem Substanz verbrauchen 9,2 ccm 0,1 n HCl (Kjeldahl, Doppe!. ( 
bestimmung’. Nach van Slyke geben 5 cem 21,4 — 0,65 = 20,75 ecm ¥, () 
bei 21° und 714 mm = 11,03 mg = 34,24°/, Aminostickstoff vom Gesamt 0) 
stickstoff. 

Fiir 2 Prolin berechnet 30,55°/, Aminostickstoff. C 

Gefunden: 34,24 — 2,95 = 31,29°/, Aminostickstoff vom Gesamtstickstot. } 

10 eem Substanz geben 1,0928 g Argininflavianat = 89,52°/, Argiviv } 
stickstoff des Gesamtstickstoffs. a 

10 cem Substanz geben 1,0950 g Argininflavianat = 89,70°/, Arginin C 
stickstoff vom Gesamtstickstoff. 

Die iibrigen Eigenschaften unterscheiden sich wenig v0! D 
denen der Ester A und B. Nur die Léslichkeit verringert sic! Di 
mit zunehmendem Molekulargewicht. Ester C sintert bei 17) Me 
etwas, bei 230° geringe Zersetzung unter schwachem Aufschiune fm “"’ 

Va 





ohne Verfirbung, bei 250° stiirkere Zersetzung und Braunfiirbus: 


die bei 280° ganz dunkel wird. 

Methoxyl- und Methylimidbestimmung des Pikrates: 
wurde Robpikrat verwendet das Clupein A, B und C enthielt. Es erg: 
sich keine Spur AgJ. 
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Der krystallisierte Korper 
wurde wie schon erwihnt, aus der Extraktion 5 und 6 gewonne! 
Er fiel beim zweiten Verestern (10 g Ester in 500 cem Methy- 
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alkohol) aus, nachdem HCl bis zur bleibenden Triibung eingeleitet 
war. Es waren mikroskopisch kleine, rosettenformig angeordnete 
Prismen. Makroskopisch erschienen sie als kugelige Aggregate. 
‘Er briiunte sich bei 220° schwach und zersetzte sich ziemlich 
scharf bei 242° unter starkem Aufschiumen und Schwarzfirbung. 
Zur Analyse wurde nochmals in ganz wenig Methylalkohol gelést 


und durch Einleiten von HCl gefallt. 


Beim Trocknen zur Gewichtskonstanz im Vakuum bei 105° iiber P,O, 
‘yerloren 51,79 mg Substanz 1,64 mg an Gewicht = 3,17°/,. Bei der Be- 
simmung des Zersetzungspunktes konnte jedoch nie Krystallwasser fest- 
gestellt werden, auch lag er, wie vorher bei 242°. 


Pregl: 
4,24 mg Substanz gaben 4,785 mg CO, 1,610 mg H,O. 
4615 mg ,, » 9,310 mg CO, 1,890 mg H,0. 


In Prozenten: 
© 30,78°/,, 31,38°/,; Mittel 31,08 °%,. 
H 4,25°/,, 4,58°/,; Mittel 4,419). 
Kjeldahl: 
0,05805 g Substanz verbrauchten 12,515 cem 0,1 n HCl. 
),05805 g “ ss 12,510 ecm 0,2 n HCl. 
In Prozenten: 
30,20°/,, 29,93°/,; Mittel: 30,06°/, N. 
Volhard: 
0,05805 g Substanz verbrauchten 4,7 ecm 0,1 n AgNQ,. 
Carius: 
0,05805 g gaben 0,0678 g Ag(Cl. 
0,05805 g gaben 0,0669 g AgCl. 
In Prozenten: 
Cl 28,71°/,, 28,93°/,, 28,51°/,; Mittel 28,72°/, Cl. 
Berechnet fiir C,;H,,N.gCl,,0, (M. G. 1354) 
© 31,00, H 4,32°/, N 29,71°/, Cl 28,80°/,. 
Gefunden: 
C 31,08°/, H 4,41%, N 30,06°/, Cl 28,72°/, 
ano 2. 
Drehung: WiaBrige Lésung a = se -— 17°. 
Die Biuretreaktion war schwach positiv. 
| Methoxyl- und Methylimidbestimmung ergab keine Spur AgJ, woraus 
mr auf ein Fehlen yon NCH, und COOH sehlieBen. 
van Slyke: 
0.1161 g Substanz gaben 7,30 — 0,70 = 6,6 eem N, bei 19° und 
‘min = 3,619 mg Aminostickstoff = 10,32°), des Gesamtstickstoffs. Oder 


)* 


bn 2UN3NH,,. 

Hydrolyse: 
— U1T415 g wurden 20 Stunden mit konzentrierter HCl am Riickflub 
“echt. Die HCL wurde im Vakuum verdampft und die Entfernung durch 


nmalige Aufnahme mit H,O und abermaliges Verdampfen vervollstindigt. 
m: Hydrolysat war braungefiirbt. Beim Verdiinnen auf 50 cem fiel diese 

‘« Substanz als amorpher Niederschlag. Davon wurde filtriert. Schon 
| “oppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLX XXIV. 9 









K. Felix und K. Dirr, 


130 








beim Vertreiben der HCl wurde eine grof{e Menge Ammoniumchlorid f:.; 
gestellt. Ammoniakbestimmung mit 10°), Nesslers Reagens ergab: 1 ¢ 
Hydrolysat auf 50 ccm verdinnt gibt 0,03625 mg NH,, gibt also 18,00 mg 
$4,25"/, Ammoniakstickstotf vom Gesamtstickstoff(Gesamtstickstoff = 52,541. 
30 cem wurden mit Flaviansiiure versetzt. Ks fiel ein gut krysta),. 
siertes Flavianat (118 mg) vom Zersetzungspunkt 274°. Aus dem Flaviany:; 
wurde ein Pikrat dargestellt, das sich nach Umkrystallisieren bei 92): 
zersetzte. Die Zersetzungseigenschaften waren jedoch ganz andere wie be; 
d-Arginin-Pikrat. Ein Mischschmelzpunkt mit diesem ergab denn ay: 


— 


eine Depression von 25° Es lag also nicht d-Arginin vor. 

In Methylalkohol ist der KGrper léslich, doch schwerer a) 
der Clupeinester. Auch in Wasser lést er sich wesentlic’) 
schwerer als dieser. Bei dem Versuche ihn daraus umzukrystull. 
sieren spaltete er sich. Wir lésten ihn in heiBem Wasser w/ 
dampften bis zur beginnenden Krystallisation auf dem Wasser. —& 1): 
bade ein. Es schied sich ein Kérper vom Zersetzungspunkt 201 gm 
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in sehr schénen, sechsseitigen Blittern aus, die bei lingerer § Fr 
Stehen etwas verwitterten. Die Biuretreaktion war negatiy. |): JB h: 
Mutterlauge war sehr stark salzsauer und biuretpositiv. ell 

Analysen: . 
4.335 mg Substanz gaben 5,965mg CO, und 1,640 mg H,0. |e] 
0.0464 g ~ verbrauehten 2,8 cem 0,1 n-AgNQ,. it 
0,0464 ¢ m “ 12.25 cem 0,1 n-HCl. - 

Cra Hi gNi301, Cl, (Mol.-Gew. 490). 

Ber. C 34,24°/, H 38,70°, N 87,12°/, Cl 21,68°, ; 
Get. C 33,65 {1 3,80 N 36,99 Cl 21,40 iid 
Drehung: [aly ee aha =+ 15°, ibe 
cer 


Der Ausschlag war zu gering, als dab dieser Wert als gesicles 
aunvesehen werden kénnte. | 

Krystallographische Messung: Diese wurde von Herrn Ir! BB rsti 
Steinmetz der Technischen Hochschule Miinchen ausgefiihrt, wofiir oJ 
ihm anch an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen mdéchten. 

,.Monoklin: a: b:e¢ = 0,8 (256): 1:09 (317); 9 = 117° 50’. Die hel'y 

















vefiirbten Krystalle sind etwa 1—2 mm lang, 0,5—1 min breit und 0, | 
er Sig Viyr inp apap ae Sci nga Ee 
om T 4 | 
— i 4 
- ia a are alae ao 
~» oe < ; \ 
cm ee ee sich, sen : A 
Nes il 4 
Ss ; 
dick. Sie zeigen iibereinstimmend die Kombination von ¢ (001), 2) BO. 


in (110), klein b (010) und sehr schmal vo (101). Sie sind tafelig nach c¢, \- 
gestreckt nach der b-Achse. Die Fliichen von (100) sind gut reflekt 
und glatt, ebenso von (161); (001) und noch mehr (110) sind vielfach ¢ 
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and ansecheinend angeitzt, geben infolgedessen sehr mangelhafte Reflexe, 
.) dab das oben angegebene Achsenverhiltnis nur in der ersten Dezimale 
vnigermaBen sichergestellt ist. (016) ist nur angedeutet und konnte nicht 
jJurch Messung nachgewiesen werden. 

Grenzen: 


oh gona o 62° 10’ 61° 00’ — 63° 05’ 
(001): (101) = 64° 38’ 64° 55’ — 64° 380’ 
(100) : (110) = ~ 36° Ow’ 34° 32’ — 37° 11° 


Die Ebene der optischen Aelisen ist (010); die eine optische Achse tritt 
viemlich normal zu (001) aus, seheint gegen die a-Axe etwas im stumpfen 
Winkel § geneigt zu sein.“ 


Zusammenfassung. 


Clupein wurde durch Methylalkohol und Salzsiiure verestert. 
Das Reaktionsprodukt konnte auf Grund der Léslichkeit in 
nethylalkoholischer Salzsiiure ohne Zersetzung in vier verschiedene 
Fraktionen aufgeteilt werden. Damit bestiitigt sich die Ansicht 
kossels, nach der das Clupein kein etnheitlicher Kérper, sondern 

| Gemisch von verschiedenen sehr ihnlichen Protaminen ist. 

Die vier Clupeinester unterschieden sich durch ihre Loslich- 

seit in methylalkoholischer Salzsiiure, die Zusammensetzung, die 
optische Aktivitit, vor allem aber den Gehalt an Methoxyl und 
«mit auch im Mindestmolekulargewicht. 

Die mégliche Funktion der einzelnen Kohlenstofi-, Stickstoff- 
wid Sauerstoffatome wird diskutiert. 

Die Clupeine besitzen wohl freies veresterbares Carboxyl 


-vler keine freien Aminogruppen, ein Befund, der vom Boden 


r Peptidhypothese aus nicht ohne weiteres zu erkliiren ist. 
Ferner wurde ein krystallisierter K6rper mit charakte- 


Prstischen Higenschaften isoliert. 
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Die Zusammensetzung der Knochenstiitzsubstanz. ! 

Von al 

R. Klement. 1) 

(Aus der anorganischen Abteilung des Chemischen Instituts der Universitit Frankfurt a, \ va. 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1929.) 

Ph 

Das nahezu konstante Verhiiltnis Ca: PO,:CO, ~ 1:06:01 % 
das bei der Analyse menschlicher und tierischer Knochen e. & ,,, 
funden wird, hat A. Werner’) veranlaBt, in der Knochensubstan: & ;,, 
eine einheitliche Verbindung anzunehmen, die den natiirlich vor & 
kommenden Apatiten und Phosphoriten an die Seite zu stelle: % )), 
wire. Die fiir diese Substanz aufgestellte Formel Ky 

O PO,Ca! F hat 
ca >Ca | |oco, - 
O PO,Cal, 
hat seither in den meisten biologischen Arbeiten, die sich m: 
der Entstehung und der Ablagerung der Knochensubstanz !v. 
schiiftigen, Eingang gefunden. Einige Jahre nach der Aufstellu:: 
der Formel will Gassmann?) durch Schmelzen von Knochep- }z« 
Zahnasche mit Calcium- oder Bariumchlorid das entsprechen': 
Chlorid [CafCa,(PO,),}, ]Cl, dargestellt haben. Dieser Versuch ™ 
aber nur durch eine einzige Analyse belegt. 

Wenn man die Zusammensetzung der Knochenstiitzsubst: 
betrachtet, kommt man zu der Uberzeugung, daB® das darin wr fH Biea 
handene Natrium, Nalium und Magnesium hichstwahrscheinl f° 
als Bicarbonat bzw. als Carbonat gebunden sein wird. In diesé ( 
Falle wird ein erheblicher Teil der nur in geringer Menge \\" 
handenen-Kohlensiiure verbraucht und nur ein kleiner Teil ka" 
an Calcium gebunden sein. Gabriel*) hat aus einer griber 

) A. Werner, Chem. Ber. Bd. 40, S. 4441 (1907). 

) Gassmann, Diese Zs. Bd. 83, S. 408 (1918) u. Bd. 90, S. 250 '> — 


Gabriel, Diese Zs. Ba. 18, 8. 281 (1894). 
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Anzahl Knochenanalysen festgestellt, daB die basischen Aqui- 
ralenzen die sauren iiberwiegen, und ferner hat Bassett!) bei 
\Versuchen tiber die Léslichkeit von Calciumphosphaten gefunden, 
jab ein basisches Phosphat von der Formel 3 Ca,(PO,),-Ca(OH), 
‘» Wasser nur sehr schwer loéslich ist. 

Daraus folgert Bassett, daB ein solches basisches Phosphat 
» der Knochensubstanz enthalten sein miisse. Er unternimmt 


2 


aber keine Versuche zu einem Beweise dieser Annahme. 


Kis ergeben sich also als Leitgedanken fiir eine Untersuchung 
iver die Zusammensetzung der Knochenstiitzsubstanz folgende: 

1. Feststellung der Verteilung von Basen- und Siiureiiqui- 
yalenten in der Knochensubstanz durch Analyse. 

2. Versuche iiber die Léslichkeit der Knochenasche. 

3. Versuche iiber die mégliche Bildung eines basischen 
Vhosphates unter den Bedingungen des lebenden Korpers. 

Zu 1. Gabriel?) hat ein Verfahren ausgearbeitet, bei dem 


der Knochen einer denkbar milden Behandlung unterworfen wird: 


durch Kochen mit Glycerin und etwas Kaliumhydroxyd wird die 


'organische Substanz herausgelist. Die anorganische Substanz 


bleibt dabei ginzlich unveriindert zuriick. Den so verbleibenden 
.\nochenriickstand“ %) verschiedener Tier- und Menschenknochen 


/hat Gabriel analysiert. Zwei seiner Ergebnisse scien, nach 


uoderner Weise umgerechnet, hier angefiihrt: 


Rinderknochen Menschenknochen 
36,65°/, Ca —-0,04°/, Cl 36,67°/, Ca 0,01, Cl 
50,12°/, PO,  0,81°/, Na 50,05°/, PO, 0,77°/, Na 

7,58°/, CO, 0,15°/, K 7,99°/, CO,  0,27°/, K 
233°), H,O  0,63°/, Mg 2.46°/, H,O 0.46%, Me 


Aus diesen Werten ergaben sich folgende Verhiltniszahlen: 
Ca: PO,: CO, = 1: 0,58 : 0,14, ja: PO, : CO, = 1: 0,58: 0,14. 


Fiir die Berechnung nehme ich an, daB das Natrium und Kalium als 


Hiearbonat, das Magnesium als Carbonat in der Knochenstiitzsubstanz vor 
| tanden ist. Dann verteilt sich die Kohlensiiure wie folgt: 


0,04 Cl entsprechen 0,04 K 0,01 Cl entsprechen 0,01 K 
Rest 0,11 K Rest 0,26 K 
0,15 K 0,27 K 


') Bassett, Journ. Chem. Soe. London Bd. 111, 8. 638 (1917), 
*) Gabriel, a.a. O. 
) Im folgenden bedeutet ,,Knochenriickstand*S nach dem Gabricl 
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O11 K entsprechea 1,69 CO, 0.25 K entsprechen 3,90 CO, 
OS! Na " 2,11 CO, 0,77 Na 5 2,01 CO, 
0,63 Me “ 1,56 CO, 0,46 Mg ™ 1,15 CO 
Rest 2,22 CO, Rest 0,93 CO, 
7,08 CO, 7,99 CO, 
2,22 CO, entsprechen 1,48 Ca 0,93 CO, entsprechen 0,62 Ca 
90,12 PO, - 31,70 Ca 50,05 PO, » 31,65 Ca 
Fiir CaO), Rest 3,47 Ca Fiir Ca(OH), Rest 4,40 Ca 
36,65 Ca 36,67 Ca 
Hieraus ergibt sich fiir dic Zusaminensetzung der ,,Knochenrtickstind.’ 
$1,8°/, Ca,(PO,), $1,7°/, Ca,(PO,), 
6,4°/, CaO), 81°), Ca(OH), 
3,7°/, CaCO, 1,6°/, CaCQ, 


Dieser Zusammensetzung entsprechen folgende Verhiltnis. 


zahlen: 


Cx,(PO,\, : Ca(OH), : CaCO, Ca,(PO,), : Ca(OH), : CaCO, 
= 3:0,99:0,4 = 3:1,2:0,2. 


Um jeden Zweifel auszuschlieBen, ob durch die chemische 
Behandlung des Knochens nach Gabriel nicht doch eine Ver- 
‘inderung der anorganischen Substanz eintritt, habe ich frischey, 
nur durch Tetrachlorkohlenstoff entfetteten Knochen analysiert. 


wobei folgende Werte erhalten wurden: 


Rinder-Réhrenknochen, frisch: 24,12°), Ca —382,29°/, PO, ~—4,00°/, CO, 
0,62°/, Na 0,08 °/, K 0,36°/, Mg. 


Ks ergibt sich das Verhiltnis'!) Ca: PO,:CO, = 1:0,57:0,11 


Unter derselben Annahme wie oben und auf die gleiche Wei 
ist die Zusammensetzung des frischen Knochens wie folgt «:- 
mittelt worden: 3 

52,7°/, Ca,(PO,)s 5,2°/, Ca(OH), 2,3°/, CaCQ,. 

Dieser Zusammensetzung entsprechen folgende Verhiltn:- 
zahlen: 

Ca,(PO,), : Ca(OH), : CaCO, = 3: 1,2: 0,4. 

Aus diesen Betrachtungen ergibt sich mit ibe: 
zeugender Deutlichkeit, daB basisches Calciumphosphe' 
die Hauptmenge der Knochenstitzsubstanz bildet, un 
daB Calciumearbonat nur in geringerer Menge diese: 
basischen Phosphat beigemengt sein kann. 

') Bei einer Analyse von ,,.Knochenriickstand™ (Rinder-Réhrenknoc!: 
fand ich fiir diesen Riiekstand Ca: PO,:CO, = 1:0,57:0,11 (vgl. 5. J+ 
Hieraus folgt, daB bei dem Gabriclschen Verfahren die Knochensubst 
tatsiichlich nicht veraindert wird. 
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Zu 2. Wenn die von Werner’) angenommene Verbindung 
jch tatsichlich in der Knochenasche vortindet, so miiBte sie 
auch als elnheitliche Verbindung in Lésung gehen, mit anderen 
Worten, das Verhaltnis Ca: PO,:CO, miiBte bei aufeinander- 
‘loenden Loésungen derselben Substanzmenge konstant sein 
~ 1:0,6:0,1. 

Beim Schiitteln von ,AKnochenriickstand* mit Leitfihigkeits- 
wasser in paraffinierten Flaschen wurden die in Tabelle 1 an- 
-efiihrten Werte gefunden, die keinerlei Konstanz aufweisen. Die 
Versuche wurden so ausgefiihrt, daB eime abgewogene Menge 
_Knochenriickstand“ 6 Tage lang mit Leitfihigkeitswasser bei 
”5° im Thermostaten geschiittelt wurden. Die erhaltene Loésung 
wurde abfiltriert und analysiert; der nicht geléste Anteil mit 
neuem Leitfahigkeitswasser 6 Tage lang geschiittelt und so vier 
Lisungen hergestellt. 

Aus der Tabelle ersieht man, daB eine weit grébere Menge 
(O,” in Lésung geht, als der Wernerschen Verbindung ent- 
spricht. Diese Kohlensiiure, deren Menge besonders in den ersten 
veiden Lésungen sehr groB ist, ist als an Alkali und Magnesium 
cepunden zu betrachten. Natrium und Magnesium sind besonders 

der ersten Lisung mikrochemisch gut nachweisbar; MKalium 
ist seiner prozentual geringen Menge wegen nur als wahrscheinlich 
vorhanden festzustellen. Das Verhiltnis Ca:PO, erreicht in 
keinem Falle den fiir die Wernersche Verbindung geforderten 
Wert, sondern bleibt weit dahinter zuriick. Die Erklirung dafiir 
wird am Schlusse dieses Abschnittes gegeben. 

Die Léslichkeit von Knochenasche, die durch Gliihen von 
hnochen in einem mit Kohlensiure vermischten Sauerstoffstrom 
cewonnen wurde, unterscheidet sich von der des ..Knochenriick- 
tindes* sowohl absolut wie relativ (vgl. Tabelle 1). Die CO,- 
Werte sind kleiner, was leicht dadurch seine Erklirung findet, 
iS beim Gliihen von Knochen CO, aus Magnesium- und Calcium- 
erhonat und aus dem Alkalibicarbonat abgespalten wird. (Iu 
der Knochenasche Verhiiltnis Ca: PO,:CO, = 1:0,61:0,08). Die 
uledrigeren Werte fiir Ca und PO, aber erkliren sich einesteils 
diher, daB in der Knochenasche kein Wasser vorhanden ist, das 
‘ich im ,kKnochenriickstand* in immerhin betrichtlicher Menge 
Wahrscheinlich als Hydratwasser findet (Ca: H,O = 1:0,6), wes- 
hilb .Wnochenriickstand“ leichter lislich sein kann. Andernteils 


') Werner, a.a. O. 
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aber und in der Hauptsache finden die niedrigen Werte fiir (', 
und PO, ihre Erkliirung in folgendem. 

Wenn ein Gemisch von gefilltem, gegliihtem Calciumphos. 
phat mit Calciumcarbonat im Verhiltnis 3:1 in gleicher Weis. 
wie ,,Knochenriickstand“’ und Knochenasche auf seine Léslichke;: 
untersucht wird, so ergeben sich fir das Verhiltnis Ca:P0 
noch kleinere Werte, als sie fiir die Knochensubstanz gefundey 
worden sind, wiihrend die Werte fiir CO, hoher liegen (vygl 
Tabelle 1). 

Tabelle 1. 








+ CaCO, zahlen | 


.. Knochen- 
riickstand‘ 


Ca,(PO,), 





Ca PO, CO,|Ca| PO,|CO,|Ca PO,| CO, {Ca Po, 


Gemisch aus mg / 1 6,5 2,5 17,916,3.2,0 | 17,7[6,8)2,5 | 17,7] — 


Ca,(PO,). | Verhi)tmis- 
CO: | Verhiiltnis-\ 11: 0,16: 1,7]1: (0,16 |: 1,7] 1: [0,16:| 1,7] — 


mg /1 3,4/2,1 | 24,3] 5,5)/3,6 
on I | 


26,1] 6,0.4,0 | 16,9] 6,1 5,6 
1: 0,26: 4,811: (0,26: 

zahlen , 

Gegliihte mg / | 1,4 0,9 | 17,8]1,72,1 | 18,5] 2,8'3,35 | 10,7] 3,6 4,1 


Knochen- | Verhiiltnis- ; ca Fo oe [oo oes Ma 
asche zahlen 1 r a 8,6 1 * 0,54 ¢ 7,1 1 ° 0,50: 4,0 1 © 10,48: 
mg / | 4,2 8,1 —- | —|— | ae eee Po 

Verhiltnis-| 1: 08 ~ = =o oo: Ha, 


rein 
zahlen f 




















Nach allen bisherigen Untersuchungen’) tritt bei der Lisung 
von Calciumphosphat in Wasser Hydrolyse ein, so daB in de 
Lisung die Phosphorsiure iiber das Calcium itiberwiegt. Ist nw 
eleichzeitig Carbonat als Bodenkérper vorhanden, so wird di 
frei gewordene Phosphorsiiure darauf unter Freimachung vo: 
Xohlensaure einwirken, wihrend gleichzeitig Phosphorsiiure wied: 
vebunden wird. Dies ist der Fall bei obigem Versuch (de 
Lisung eines Calciumphosphat—Calciumcarbonat-Gemisches, w/ 
so erkliiren sich die in Tabelle 1 angefiihrten, erhaltenen Wert? 

Aus den Zahlen fiir die Léslichkeit des Knochenriickstance 
geht hervor, daB in diesem Falle der Grad der Hydrolyse kleine 
sein muB als bei dem eben besprochenen Gemisch. Ca und !'\) 
nihern sich in der Lésung ihrem im ,,Knochenriickstand* vr 
handenen Verhiiltnis an. Der héhere Wert fiir CO, erklirt si 





') Rindell, Diss. Helsingfors 1899; Bassett, a. a. O. 


1. Lésung 2, Losung 3. Lisung 4. Lisy 
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wie schon erwaihnt, aus dem Vorhandensein von Alkali- und 
Magnesiumcarbonat. Die Erscheinungen beim ,,Knochenriickstand“ 


5. lassen sich also nur durch die Annahme von basischem Calcium- 
se phosphat erklaren, wodurch das in Absatz 1 gesagte eine wichtige 


3 HE Stiitze findet. 

) Weiter wird diese Annahme gestiitzt durch die Verhiiltnisse 

in den Lésungen der Knochenasche. Durch das Gliihen ist ein 

|, UberschuB an CaO gegeniiber dem Gehalt des ,,Knochenriick- 
standes* daran (und MgO) entstanden; der Hydrolysegrad mu 
noch geringer sein als beim ,Knochenriickstand“; der absolute 
Wert der Léslichkeit fiir Ca und PO, muB kleiner?) als dort und 
das Verhaltnis Ca:PO, noch mehr dem in der Knochenasche 
vorhandenen angenihert sein, wie dies alles die Werte der 

‘@ Tabelle 1 zeigen. 

Durch diese Versuche diirfte wohl zur Geniige das 
Vorhandensein von basischem Calciumphosphat in der 
Knochensubstanz bewiesen sein. Die von Werner an- 

@ gegebene Formel mu8 daher bei Betrachtungen tiber die Knochen- 
s: @ dildung kinftig in Fortfall kommen. 

Zu 3. Bei der Reaktion zwischen Phosphatgemischen nach 
Sérensen von verschiedenen py. mit Calciumchloridlésung erhilt 
man Fallungen von Calciumphosphaten wechselnder Zusammen- 
setzung, je nach den Bedingungen der Fiillung (vgl. Tabelle 2). 
Bei p,,. = 6,6 bis p,,. = 7,0 der Ausgangslésung erhalt man beim 

















CF Tabelle 2. 

det ™ / 

pe Nr. PH Art der Behandlung Erhaltenes Produkt 
de 

vr 1 6,6 Fallung CaHPO,-2H,O0 

; Stehenlassen des 

de 2 6,8 9 a ” 

— 1.0 Niederschlages unter 

dem ° iy ” | der Lésung 1 

17 | 4 7,35 9 9 

ul 

rte. 9 7,35 Nach Fillung sofort abgesaugt Ca,(PO,), 

des 6 7,35 | Fillung unter tropfenweisem Zusatz | 3 Ca,(PO,),+ | Ca(OH), 
= von 25cem n/2-NaQH, nach Fiallung 

wae abgesaugt, 5 Tage mit Phosphat- 

PU gemisch im Thermostaten bis 37° 

cor ie geschiittelt 

; i 7,65 desgl. 3 Ca,(PO,),+ | Ca(OH), 


') Vgl. dazu Bassett, a. a. O. 
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Kintropfen der Calciumsalzlésung in die Phosphatl6sung  stets 
sekundiires Calciumphosphat. Bei p,. = 7,35 fallt  tertiiires 
Phosphat aus, das man bei sofortiger [solierung aus der Reaktions- 
fliissigkeit erhalten kann. Nach der Gleichung: 2Na,HPO, + 
38CaCl, = Ca,(PO,), + 4NaCl-+ 2HCI entsteht freie Siure, wo- 
durch das p,. des Reaktionsgemisches weit in das saure Gebjet 
verschoben wird. Wenn daher das bei anfanglichem p,,. = 7,35 
gefillte tertiire Phosphat mit der Reaktionsiliissigkeit stehe: 
bleibt, bildet sich daraus ebenfalls sekundires Phosphat. Ebenso 
liegen die Verhiltnisse bei emem anfinglichen p,,. = 7,65. Wenn 
man aber dem Reaktionsgemisch wihrend der Reaktion tropfenweise 
Natronlauge so hinzufiigt, daB die entstehende Siure neutralisiert 
wird, das anfingliche p,,. also bestehen bleibt, dann erhalt man 
bei p,, = 7,385 und p,,. = 7,65 Fallungen von basischem Calcium- 
phosphat. Der Wasserstoffexponent des Serums liegt in der 
Niihe dieser Zahlen. Ohne auf die zahlreichen — biologisch:: 
Theorien der Knochenbildung in Verbindung mit den eben ge. 
nannten Versuchen einzugehen, muf es danach als gesichert an- 
gvesehen werden, daB bei der Knochenbildung im Korper aus den 
Komponenten Calcium und Phosphorsiure basisches Calciun- 
phosphat entstehen mubB. Die hier in vitro erhaltenen Ver- 
bindungen sind nicht so stark basisch wie sie nach den Berech- 
nungen des Abschnittes 1 fiir die Knochensubstanz sind. Man 
tindet das Verhiltnis Ca: PO, = 1:0,63 statt Ca: PO,=1:0,67 im 
neutralen Phosphat und Ca: PO, = 1:0,60 im basischen Phosphiat 
der Knochensubstanz. 

Es ergibt sich fiir das gefiillte basische Salz das Verhiiltuis 
Ya,(PO,),: Ca(OH), = 3:0,5; also ist die erhaltene Verbindung 
halb so basisch wie die in der Knochensubstanz festgestellt 
(vgl. S. 134). Das hier beschriebene basische Phosphat ist ge- 
wonnen worden durch Fiallung und der Isolierung folgende 
5-tiigiges Schiitteln mit frischem Phosphatgemisch von dein be- 
treffenden p,,. bei 37° im Thermostaten. Wenn man die lange 
Dauer der Ablagerung der Knochensubstanz im Kéorper m* 
dieser kurzen Versuchsdauer vergleicht, so erscheint die Méglici: 
keit der Bildung eines stirker basischen Phosphates, wie es 1 
Knochen tatsiichlich vorhanden ist, iuBerst wahrscheinlich. Zuder 
ist die Gewebstliissigkeit von sehr starker Pufferwirkung, wodur: 
mehr als beim Versuch in vitro in jedem Augenblick dasselbe p 
bei der Bildung des basischen Phosphates aus den Komponente! 
gewahrt bleiben kann. 
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Durch die angefuhrten Versuche und Betrachtungen ist der 
Beweis dafir erbracht, dafs’ die Knochensubstanz in der Haupt- 
ciche aus basischem Calciumphosphat der Zusammensetzung 
3Ca,(PO,), - Ca(OH), besteit, dem Erdalkalicarbonat und Alkali- 
bicarbonat beigemengt sind. 


Beschreibung der Versuche. 
Zu 1. Analyse eines frischen Knochens. 

Rinder- Réhrenknochen wird sorgfaltig enthiutet, zerkleinert 
und im Soxhletschen Apparat mit Tetrachlorkohlenstotf ent- 
fettet. Nach dem ‘T'rocknen an der Luft werden abgewogene 
Vengen verascht und darin Ca, Mg, Na, K und PO, bestimmt. 
in einer Probe frischen Knochens wird CO, bestimmt. 

0.3688 g frischer Knochen verbraucht 44,40 cem n/1U-KMnO, ~ 24,12°), Ca. 


0,2654 g ‘i ‘ - 41,50 ecm n/2-NaOH = 32,29°), PO,. 
1.991 g ‘s s ergeben 0,1464 g CO, = 4,00°/, COg. 
8,052 g - - 9 0.3778 g Mg-Oxin = 0,36°/, Mg 


und 0,1541 g Na,sO, 0,62°/, Na 
v,0218 g KCIO, = 0,08°/, K. 


Za 2. Losungsversuche. 

1 g zu untersuchende Substanz wird in paraffinierter Flasche 
mit 300 ccm Leitfahigkeitswasser im ‘lhermostaten bei 25° 
\ Tage lang geschiittelt. Nach dieser Zeit wird vom Ungeldésten 
getrennt, 250 ccm Loésung im MeBkolben abgemessen und nach 
dem Kindampfen in einer Platinschale im Rickstand Ca und PO, 
bestimmt. Da es sich nur um wenige Milligramme oder Bruch- 
teile davon handelt, miissen Mikromethoden angewendet werden. 
“a wurde nach einer von Geilmann und HOltje!) angegebenen, 
uur unwesentlich modifizierten Methode als Oxalat gefillt und 
mit n/50-KMnO, titriert. Die Phosphatbestimmung geschah nach 
Kleinmann?’) durch Fiallung mit Molybdat und Titration mit 
u 20-NaOH. 

Der bei der ersten Lésung verbleibende Riickstand wurde 
ein zweites Mal mit Leitfahigkeitswasser wie oben behandelt, die 
erhaltene Lésung in gleicher Weise aufgearbeitet, und dieses Ver- 
‘ahren viermal mit der gleichen Substanz wiederholt. Zur Be- 


') Geilmann u. Hiltje, Zs. anorg. uw allg. Chem. Bd. 167, S. 128 (1927). 
‘() Kleinmann, Biochem. Zs, Bd. 99, 8. 103 (1919). 
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stimmung des Carbonatgehaltes der Liésungen wurden diese j), 
der gleichen Weise, wie oben beschrieben, besonders hergestellt, 
100 ccm klare Lésung wurden zur Analyse verwendet, die in 
einer von Hall?) modifizierten van Slyke-Apparatur’) aus. 
gefiihrt wurde. 


Gemisch aus Ca,(PO,, + CaCO, im Verhiltnis 1:3 


0,1544 g Subst.: 29,37 cem n/10-KMnO, = 38,1 ee “a7 
0,0944 g Subst.: 31,18 cem n/2-NaOH = 56,06°/, I 
0,1030 g Subst.: 2,25 cem CO,; 748 mm; 18° = 5 = CO,. 


Ca: PO,: CO, = 1:0,62:0,1. 


Knochenriickstand nach Gabriel.*) 
0,1484 g Subst.: 25,93 eem n/10-KMnO, = 35,00°/, 
0,1504 g Subst.: 26,23 cem n/10-KMnO, = 34,95°/, C 
0,0801 g Subst.: 22,15 eem n/2- NaOH = 46,93°/, PO, 


“a 34,98°/, Ca 
0,1000 g Subst.: 27,76 eem n/2- NaOH = 47,11 0) ey l 4s 96°/, PO, 
0,0994 g Subst.: 27,44 eem n/2- NaOH = 46 85°, z 


0,1500 g Subst.: 3,40 cem CO,; 19°; 759 mm=5,6°/, é 
0,1256 g Subst.: 2,98 cem CO,; 18°; 767 mm =5,9°/, CO, 


0,3982 g Subst.: 0,0354 g H,O = 889°, H.0 | gaa) 0 
0,3008 g Subst.: 0,0266 g H,O = 585" oe Me. 


Ca: PO,: CO, : H,0 - : 0,57: 0,11 : 0,56. 


9 CO 


Knochenasche, 


Enthiuteter Rinder- Réhrenknochen wird mit Tetrachlor- 
kohlenstoff entfettet und im Verbrennungsrohr im Sauerstofistrom, 
dem Kohlendioxyd beigemengt ist (etwa 1 Vol. O,:3 Vol. CO,), 
gegliiht. 

0,2212 g Subst.: 42,10 cem n/10-KMnO, = 38,15°/, Ca. 
0,1190 g Subst.: 38,60 cem n/2-NaOH = 55,05°/, PO,. 
26414 g Subst.: 0,0910 g Co, =z 4,67, CO,. 

Ca: PO, : CO, = 1: 0,61 : 0,08. 

Die Werte, die bei den Lésungsversuchen erhalten worden 

sind, finden sich in Tabelle 3 zusammengestellt. 


Zu 3. Basisches Calciumphosphat. 


In im Thermostaten von 37° in einem Stutzen befindliche 
Fhosphatlosung von bestimmtem p,,. wird unter starkem Riihreu 


') Hall, Journ. of Biol. Chem. Bd. 55, S. 751 (1928). 
*) van Slyke, ebenda Bad. 30, 8. 347 (1917). 
8) Gabriel, a, a. O. 
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Calciumchloridlésung von solchem Gehalt eingetropft, daB alles 
PO,” als Ca,(PO,, gefallt werden kann. 

Nr. 1. 200 ccm Phosphatlésung, p,,. = 6,6; 200 ccm Calcium. 
chloridlésung (4,4 g CaCl,-6H,O). Fallung bleibt tiber Nach 
stehen. Dann wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und ay 
der Luft getrocknet. Die Analysenzahlen fiir die bei diesen Ver- 
suchen erhaltenen Verbindungen vg}. ‘l'abelle 4. 

Wegen der Versuche Nr. 2—-7 vgl. T'abelle 2. 


Herrn Prof. Dr. R. Schwarz bin ich fiir die Anregung zu 
dieser Untersuchung zu Dank verpflichtet. 





Ul 


hi 
hat 
unt 
auc 
Arl 
ang 
die 
du 
Zu 

get 
dat 
cet; 


Los 


19] 








143 


Uber den Hinflu& der Formalinfixierung von Organen auf die 
Extrahierbarkeit der Lipoide. 


Zugleich als Bemerkung zu der gleichnamigen Arbeit 
von Milos Mladenovié und Hans Lieb.’ 


Von 
Paul Kimmelstiel. 


Aus der Chemischen Abteilung des Phystologischen Instituts der Universitit Breslau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 192%.) 


Ks ist eine bemerkenswerte ‘l'atsache, daB man bisher so 
hiufig Lipoidanalysen an formalinfixiertem Material vorgenommen 
hat?), ohne sich tiber den KinfluB des Konservierungsmittels zu 
unterrichten. Kine besonders darauf gerichtete Untersuchung ist 
auch mir (ebensowenig wie den Verfassern der oben genannten 
Arbeit) nicht bekannt. Als ich (im Jahre 1928) mit Lipoid- 
analysen von Taubengehirnen begann, machte ich gleich im Beginn 
die Erfahrung, daB8 die formalinfixierten Organe einen meist 
dunkelgelb gefarbten alkoholischen Extrakt ergaben im Gegensatz 
zu dem fast farblosen Extrakt von solchen Gehirnen, die frisch 
vetrocknet oder in Alkohol fixiert waren. Es zeigte sich auch, 
daB der Extrakt der formalinfixierten Organe reichlich dunkelgelb 
vetirbte Niederschlige enthielt, die sich auch in heiben organischen 
Lisungsmitteln nicht wieder lésten. 

So habe ich als Voruntersuchung zu der in Aussicht ge- 
genommenen Analysenreihe systematisch den KinfluB der Fixierung 
untersucht. Zuniichst richtete ich meine Aufmerksamkeit auf die 
Phosphatide und das Cholesterin. Naninchen- und Meerschweinchen- 
vehirne wurden halbiert, die eine Hiilfte in Alkohol, die andere 


') Diese Zs. Bd. 181, S. 22 (1929). 

*) Vgl. z. B. die sonst anherordentlich sorgfiltigen Analysen von 
Lorrain, Smith u. Mair, Jl. of pathology and bacteriology Bd. 15—17 
1910—191). 
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in Formalin fixiert. Nach etwa 14 Tagen wurden die Teile fein Die 
zerkleinert, im Faustschen Apparat getrocknet, im Morser Ph 
pulverisiert und iiber Schwefelsiure zur Gewichtskonstanz ge- oa! 


trocknet. Von dem so vorbehandelten Material wurde in etwa 
40 stiindiger Soxhletextraktion mit Alkohol—Ather—Alkohol ein § qué 


Extrakt hergestellt, der auf Phosphor und Cholesterin untersucht Unt 
wurde. Der Fixierungsalkohol wurde hei8 filtriert zur Extraktion hie 
mitbenutzt. 


Die Phosphorbestimmung geschah nach Veraschung des ein- 
gedampften Extraktes colorimetrisch nach Fiske, die Cholesterin- 
bestimmung gleichfalls colorimetrisch. Vergleichsbestimmungen 
mit der Digitoninfaillung ergaben, dab die Colorimetrie zwar etwas 
zu hohe, aber doch in Vergleich zueinander ausreichend brauch- 
bare Werte ergab, wie das ja auch von Embden und Lawac- 


zeck?) angegeben wird. Es hat sich iibrigens erwiesen, daB man Die 
sehr viel farbreinere Proben erhilt, wenn man den eingedampften gesc 
KXxtrakt zuniichst mit reinem, wasserfreiem Aceton aufnimmt und des 
filtriert. Dabei bleibt ein stark gelbgefirbter, unléslicher Rest 

guriick. Das Aceton wird eingedampft, der Riickstand getrocknet, JB 2ehr 


in Chloroform aufgenommen und die Farbprobe angestellt. Wenn — Zust 
man den eingetrockneten Extrakt dreimal in kleinen Acetonmengen § 2°88 
aufnimmt (10 ccm, 5 ccm, 5 ccm), die man nacheinander durcli Fixa 
das gleiche Filter filtriert, so ergibt der Versuch an reinem & ‘rock 
Cholesterin, daB ein Verlust hierbei nicht eintritt. Der von Fex Ich « 
mit Recht geriigte Nachteil der colorimetrischen Cholesterin- f °!ne 
bestimmung: die UngleichmiBigkeit der Farbreaktion und die alkol 
Beimengung falscher Farbténe wird durch die zwischengeschaltete weise 


Reinigung mit Aceton zum grofen Teil beseitigt. gewlc 
Die Resultate der Vergleichsanalysen sind folgende: Chole- des | 
sterin und Phosphatid als Prozent Trockensubstanz angegeben, , | 
darin 


Faktor fiir Phosphatid = 25. 





ixiert 

Alkohol Formalin der K 

zustel 

Cholesterin Phosphatid Cholesterin Phosphatid _— 
| TN ie - 

8,9 27,6 9,5 | 19,4 Pina 

9.3 27,9 9,4 ! 20,6 pues I 

8,7 27,6 7,8 | 18,8 | Yersch 

8.6 26,6 7.6 | 18,8 Lipoid 

9.3 27,9 9.6 | 19,4 tenden 








—_—.. 
en 





') G. Embden u. Lawaczeck, Diese Zs, Bd. 125, S. 205 (1923). 
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Die Cholesterinwerte sind also teilweise kaum verschieden, die 
Phosphatidwerte dagegen haben im formalinfixierten Material ge- 
waltig abgenommen. 

Nach Ausarbeitung der an anderer Stelle veréffentlichten') 
quantitativen Bestimmungsmethode fiir Cerebroside habe ich die 
Untersuchung auch auf den EinfluB der Fixation auf die [xtra- 
hierbarkeit der Cerebroside ausgedehnt. Es ergab sich: 











Alkohol Formalin 
Cholesterin .... 9,4 9,5 
Cerebrosid. ... 11,26 11,10 
Phosphatid .... 26,19 21,08 


Die Cerebroside werden also durch die Formalintixierung nicht 
geschiidigt, auch in diesem Versuch beschriinkt sich der Kintlub 
des Formalins auf die Phosphatide. 

Ks wire als Erklirung immerhin mdéglich gewesen anzu- 
nehmen, daB ein Teil der Phosphatide (Kephalin ist ja in reinem 


Zustand leicht kolloidal wasserléslich) in die Formalinlésung iiber- 


gegangen ware. Daher habe ich die Formalinfliissigkeit, die zur 
Fixation benutzt wurde, vorsichtig bei 50° eingeengt und den 
trockenen Riickstand mehrfach in siedendem Alkohol extrahiert. 
Ich erhielt damit noch denjenigen alkoholléslichen Phosphor, der 
ohne die Formalintixierung sonst sogleich in den Extraktions- 
alkohol mit tibergegangen wire. Ich erhielt aber nur — vergleichs- 


/welse umgerechnet in Prozente Phosphatid des Gesamttrocken- 


sewichts — etwa 1°/,. Hierdurch ist also nur ein kleiner Teil 
des Verlustes gedeckt. 

Ich stimme mit Mladenovié und Lieb also vollkommen 
Jarin iiberein, daB die Phosphatidfraktion unter der Formalin- 
ixierung sehr wesentlich leidet. In meinen Versuchen aber war 


‘der KinfluB auf das Cholesterin und die Cerebroside nicht fest- 


vustellen. Ob eine Spaltuag der Phosphatide stattfindet, wie 


i. und L. das meinen, wage ich nicht zu entscheiden. Zuniichst 


liegt der Gedanke sehr nahe, daB durch die Verschiedenartigkeit 


des Fallungsmittels die Art der Gerinnung der Zellmembran eine 
Yerschiedene ist, und daB das Formalin die kolloidal gelésten 


Lipoide am HiweiB haften 14Bt und mit fillt, somit die Lisungs- 


tendenz herabsetzt, wiihrend der Alkohol zugleich mit der Ausfilluny 


eee ee 


') Mikrochemie, 1929, Pregl] -Festschrift (S. 165—177). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIV. 10 
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des KiweiBbes die physikalisch-chemische Eiweif-Lipoidbindung 
lost. Endlich muB an die Méglichkeit einer Bindung von Forn- 
aldehyd an die freie Aminogruppe des Kephalins gedacht werden, 
durch die dessen Liésungsverhiltnisse in einer nicht voraus- 
zusehenden Weise beeinflubt werden kinnten. Eine Methylerung 
von Kephalin durch Formaldehyd; wie sie Witanowski’) annimmt, 
wiirde dagegen nicht geeignet sein, das veriinderte Verhalten der 
Phosphatide bei der Extraktion zu erkliren. Bei Alkoholfixation 
erleiden offenbar die Phosphatide keine Veriinderung, wihrent 
die Anwendung von Formaldehyd unbedingt unterbleiben mut. 


a 


1) W. R. Witanowski, Berichte iiber die gesamte Physiologie Bd. 49. 
S$. 602 (1929). 
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iiber den Nachweis von Pyrrol- und Pyridinringsystemen 
in den Proteinstoffen. 
Von 


( N. Troensegaard und H. G. Mygind. 


(Kopenhagen, Jacobys Alle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Juli 192%.) 


Der eine von uns hat vor bald 10 Jahren Arbeiten begonnen, 
die von der Arbeitshypothese ausgingen, daB die Proteinstoffe aus 
leicht spaltbaren heterocyclischen Ringsystemen bestehen, und 
dab die Aminosiuren durch eine hydrolytische Spaltung dieser 
cebildet werden. 

Die Arbeit wurde infolge Krankheit einige Jahre unterbrochen, 
ist aber jetzt wieder aufgenommen worden. 

In der ersten Abhandlung!) war angefiihrt worden, daB die 
Untersuchungen besonders den Nachweis von Pyrrol- und Pyridin- 
ringsystemen in den Proteinen zum Ziel haben sollten. 

In der gleichen Abhandlung ist der Weg zum Nachweis von 
lyrrolen in acetylierten Proteinstoffen angegeben. Das Protein 
wurde in wasserfreiem methylalkoholischem Kali gelist, mit Kssig- 
ester neutralisiert und durch eine kurze Erwirmung mit essig- 
saurem Natron in Essigsiureanhydrid acetyliert. Hierauf wurden 
die Pyrrole mit Jodwasserstoff in Kisessig abgespalten; die Aus- 
heute betrug 3°/,. Die Pyrrole waren teilweise mit Wasserdampf 
fiichtig. 

In der folgenden Abhandlung wurde gezeigt?), daB auch bei 
der Hydrierung von Acetylproteinen mit Natrium in Amylalkohol 
ua. geringe Mengen von Pyrrolen gebildet werden, die teilweise 
bit Amylalkohol und iiberhitztem Wasserdampf fliichtig sind. 

DaB die Pyrrole nicht aus méglichen Polypeptiden gebildet 
Werden, haben wir bekriftigt gefunden, da das einzige Acetyl— 


‘) N. Troensegaard, Diese Zs. Bd. 112, S 87 (1920). 
*) Diese Zs. Bd. 127, S. 154 (1923). 
10” 


(Ausbeute 95—50°/5) f 
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Protein, das bei der Hydrierung in Amylalkohol diese kleine, 
Pyrrolmengen nicht abspaltet, das Acetyl-Globin ist — hie 


wurde der Pyrrolkomplex schon vorher, nimlich bei der Aj}. 


trennung des Himins, entfernt. 

Das Riitsel, wie das Haimoglobin in den Markknochen ep. 
steht, lést sich auch, wenn sich im Proteinmolekiil ein eisentreje; 
Pyrrolkomplex vorfindet. 


Nachweis von Piperidin und Untersuchung der Basenfraktione 
der hydrierten Proteine. 


Wie vorher erwihnt, wurde erwartet, daB sich in den Proteine, 
Pyridinringsysteme nachweisen lassen. Diese Vermutung stiitz: 
sich darauf, daB man im Girungsamylalkohol?) immer eine gering: 
Menge Pyridin findet, von dem man annehmen kann, daB es all 
den Proteinstoffen der Kornsorten stammt, teils findet man reic’. 
lich Pyridin in Dippels Ol, das bei der Destillation tierische 
Produkte gewonnen wird, und endlich ist das Ausgangsmateris 
fiir die Gewinnung von Pyridin der Steinkohlenteer, der Destruktion: 
produkte vorweltlicher Pflanzen und Tiere enthalt. Von den beide: 
letztgenannten Entstehungsarten des Pyridins kann man sage, 
daB das Pyridin synthetisch aus méglicherweise entstandency 
Cyanwasserstoff und aus Acetylen gebildet wurde; bei dem i 
Amylalkohol vorhandenen Pyridin kann dies aber nicht der Fx. 
sein. Das von uns nachgewiesene Pyridinderivat ist das Piperidi 
das aus den Spaltprodukten der hydrierten Acetylproteine «- 
halten wurde. 

Die Spaltungsmethode?) bestelt aus einer Acetylierung (es 
Proteins mit nachfolgender Hydrierung mit Natrium in pyridu: 
freiem Amylalkohol; hierauf folgt eine kalte Hydrolyse dure: 
Zugabe von Kis und zum SchluB die Fraktionierung in Base 
und Siuren nach dem Schema: 


Proteinstott 


Y ) 

Acetylierung » Acetylbasen (5—50°/, Ausbeute je nach der Art des Protes 
’ B (die Frakti B,-C,-C 
Acetylprotein Hydrierung | 7 ’asen (die Fraktionen 1,-\,~": 

7 ‘a hag: 6 | 1, itherlésliche Pyrrois 


. Hydrolyse | 
\u. Hydrolysej ~ Siiuren?2. alkohollésl. Siure D.! 


(3. methylalkohollisl. > 


') Eugen Bamberger u. Alf. Einkorn, Ber. Bd. 30, 8, 220. 
*) Diese Zs. Bd. 127, S. 150 (1923) u. Bd. 153, S. 93 (1926). 
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Der zur Hydrierung verwandte Amylalkohol wurde zucrst auf die 


in der angefiihrten Arbeit angegebene Art gereinigt; da aber der Amylalkohol 


trotzdem eine Spur Pyridin enthielt, haben wir zu diesen Versuchen einen 


-:rockenen Amylalkohol, der aus friiheren Hydrierungen regeneriert worden 


yar, verwandt. Dieser war vollig frei von Pyridin. 


Das Piperidin gewinnt man aus den iitherléslichen starken 
Basen (der C,-Fraktion) durch Abdestillieren der freien Basen 
mit Methylalkohol. Die Base wird als salzsaures Salz in einer 
Ausbeute von 0,25°/, vom angewandten Acetylprotein gewonnen. 
Die Ausbeute ist bei wiederholten Praiparationen recht konstant. 


‘Die freien C,-Basen von 6—8 Priparationen zu je 30 g Acetyl- 
' gliadin werden 2—3 Mal mit trockenem Methylalkohol abdestilliert. 
‘Die mit dem Alkohol iiberdestillierten Basen neutralisiert man 
‘mit wasserfreier iuthylalkoholischer Salzsiiure. Nach dem Ein- 
‘dampfen werden die salzsauren Salze in etwa 40 ccm absolutem 
‘Alkohol gelést und durch vorsichtigen Zusatz von trockenem 
Ather fraktioniert gefallt; hierbei fallt das salzsaure Piperidin 
‘merst aus. 


Fiigt man zu viel trockenen Ather zu, so fallen die iibrigen 


‘Hydrochloride 6lig aus; durch erneute Kindampfung des Filtrates 
‘yon dem zuerst ausgefallenen Stoff, Lésung in trockenem Athyl- 
‘dkohol und Fillung mit trockenem Ather gewinnt man ein zweites 
‘und drittes Produkt von Piperidinhydrochlorid. 


Oft fallt mit dem Piperidinhydrochlorid eine sehr geringe 


‘Menge Ammoniumchlorid aus, von dem durch Lésung in trockeneim 
‘Chloroform getrennt wird. Mittels einiger Umfillungen aus 
‘trockenem Athylalkohol mit trockenem Ather erhilt man das 


Piperidinhydrochlorid rein. 
Die zuriickgebliebenen 6lartigen Hydrochloride kann man in 


schuppen-krystalliner Form durch Umkrystallisation aus trockenem 
‘Aceton erhalten; das ausgefillte Salz ist jedoch nicht einheitlich. 


Das Piperidin wurde in den Spaltprodukten des hydrierten 
Acetylgliadins und Acetylcaseins nachgewiesen. Durch eine groBe 
Anzahl von Priparationen wurden so aus Gliadin im ganzen 8 g 


Hiperidinhydrochlorid dargestellt. 


Piperidin wurde in den iitherléslichen Basen (C,-Fraktion) 


“us hydriertem Acetyl—Globin, Acetyl—Serumglobulin und Acetyl— 


‘rumalbumin — von denen zu diesem Zweck recht grobe 
‘ortionen verarbeitet wurden — gesucht; es konnte jedoch kein 


Piperidin nachgewiesen werden. Da Acetylchlorid und Acetyl- 
Fbromid bei der Acetylierung 30—40°/, uitherlésliche ,,Acetylbasen“ 
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abspalten, wurde versucht, die Blutproteine die nach voray.. 
gegangener Lésung des Proteinstoffs in methylalkoholischem Kx); 
mittels der milderen Acetylierungsweise mit Kssigsiiureanhydri) 
ohne Acetylchlorid acetyliert waren, zu hydrieren, wobei bedeute;,; 
weniger Acetylbasen abgespaltet werden; aber auch diese Hydrie. 


rungsversuche gaben kein Piperidin in der C,-Fraktion. 

Die bei der Acetylierung von Gliadin abgespaltenen »Acety]. 
basen“ (in Ather und Schwefelkohlenstoff léslich) geben bei der 
Hydrierung in Amylalkohol kein Piperidin. 


Bei der Herstellung des Acetylgliadins und Acetyleaseins kam in dey 


meisten Fillen die Acetylierungsmethode mit Acetylchlorid zur Anwendun. 
Das Piperidin kann nicht durch einen unbekannten Ringschlu8 wiahrend (.; 


Acetylicrung mit Acetylchlorid entstanden sein; denn acetyliert man Caseiy 


nach Losung in wasserfreiem methylalkoholischem Kali und Neutralisatio, 


mit Kssigester, mit Kssigsiureanhydrid und Natriumacetat, so gibt auc! 


dieses acetylierte Casein bei der Hydrierung in pyridinfreiem Amylalkoho| 


Piperidin, 


Die Méglichkeit, daB das Piperidin bei der Acetylierung de 
einen oder anderen Aminosiiure entstehen konnte, wurde ebenfal’: 
nachgepriift, indem wir Casein durch 20 stiindiges Kochen mi 
konz. Salzsiiure hydrolysierten. Nach dem Kindampfen im Vakuu 
zur ‘Trockene wurde das Hydrolysat wie bei der Acetylierung de: 
Proteinstoffs mit Essigsiiure und Acetylchlorid gekocht, hierau 
mit Kssigsiiureanhydrid und essigsaurem Natron behandelt, in 


Amylalkohol hydriert und fraktioniert. 
In der Fraktion (C,), in der sich das Piperidin befinden sollte 
wurde kein Piperidin gefunden. 


las nachgewiesene Piperidin kann unserer Meinung nach nicl: 
aus einem anwesenden Pyridinring stammen, da sich sonst da 
Zwischenstadium, das Tetrahydropyridin, oder insbesondere dess¢! 
schwerer fliichtiges Polymerisationsprodukt, das Dipiperidein, ( 


bei der Hydrierung mit Zinn und konz. Salzsiure Piperidin gel 


hiitte nachweisen lassen miissen, Die letztgenannte Hydrierun:- 
methode haben wir bei den iitherléslichen Basen, die mit Methy- 


alkohol nicht fliichtig waren, ausprobiert; es bildete sich ale 


kein Piperidin, so daB vermutet wird, dab das Piperidin vi 


einem Piperidonring herriihrt. 


Die Analysen unseres Piperidinhydrochlorids ergaben 
7,171 mg Subst. gaben 9,300 mg CO, und 4,48 mg H,O = 49,54" 


und 9,769), H. 
6,890 mg Subst. gaben 0,683 ccm N (19°, 749 mm) = 11,43°/, N. 
8,445 mg Subst. gaben 10,030 mg AgCl = 29,38°/, Cl. 





Se 


In 
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%) C % H °, N °%, Cl Sumime Forme] 
Berechnet 49,35 9,92 11,51 29,19 C;,H,,NCl 


Gefunden 49,34 9,76 11,43 29,38 99,91 — Cy.4,Hy,.9,N, Cl, o45- 


Ladenburg gibt den Schmelzpunkt des Piperidinhydrochlorids zu 
17°, Lellemann’) zu 241° an. Das Hydrochlorid, das wir aus Kahl- 
baums von uns fraktioniertem Piperidin herstellten, hatte den Schmelz- 
punkt 237°, unsere reinsten Priiparate 242°. Gleiche Teile von Kahl baums 
und unserem Priiparat in wenig Alkohol gelést und getrocknet zeigten den 
Schmelzp. 240°. 

Die Base hatte den Geruch von Piperidin und gab nach van Slyke 
k inen Aminostickstoff. 


”) 


Yon den itherléslichen C,-Basen des Gliadins ist !/, mit 
trockenem Metbylalkohol fliichtig und davon bestehen 13—15”/, 
aus Piperidin. Der ibrige Teil dieser fliichtigen Basen, von denen 
das Piperidin abgeschieden ist, besteht aus einem Gemisch, dessen 


kleinerer Teil ein primiires aliphatisches Amin — vermutlich ein 
Amylamin — ist, das wir aus der Hauptfraktion nicht ganz aus- 


scheiden konnten. Das Gemisch gibt nach van Slyke etwa 15°/, 
Aminostickstoff. 

Beim Casein haben wir an dieser Stelle [so-Amylamin nach- 
cewiesen. In dem itherisch-alkoholischen Filtrat vom Piperidin- 
hydrochlorid erhailt man Jso-Amylaminchlorhydrat ganz leicht in 
langen Nadeln auskrystallisiert, wenn man die vom Piperidinhydro- 
chlorid befreiten Basenchloride aus trockenem Aceton um- 
krystallisiert. 

Das gereinigte Hydrochlorid hatte den Schmelzp. 215—216. 

Iso-Amylaminchlorhydrat hat den Schmelzp. 216—217. 

Misehschmelzp. 213—217. 

Das Goldsalz des Hydrochlorids besaB den Schmelzp. 145- 148. 

Das Goldsalz von Iso-Amylamin hat 146—149. 

Gleiche Teile von beiden in Alkohol gelést und eingedampft gaben 
Schmelzp. 145—148. 

4.812 mg Subst. gaben 8,550 mg CO, und 4 

5,710 mg Subst. gaben 0,545 cem N (19°, 77 

Dies gibt 48,46°/, C, 11,21°/, H, 11,41°, N. 

dserechnet fiir: C;H,,N(HCl) 48,54°, C, 11,41°/, H, 11,33°/, N. 

Die Ausbeute an reinem Iso-Amylaminchlorhydrat betrug 
nur etwa 0,05°/, vom hyarierten Acetylcasein. 


82 mg H,O. 
7 mm). 


Der iibrige Teil der iitherléslichen Basen des hydrierten 
Acetylghiadins liBt sich in Gestalt seiner salzsauren Salze in eine 
in trockenem Aceton und in eine in trockenem Chloroform lisliche 


') Chem. Ber. Bd. 22, S. 1319 (1889). 
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Fraktion scheiden. Die Basen geben mit Dimethylaminobenz. 
aldehyd und Salzsiure keine Rotfirbung. 
Die freien Basen der Acetonfraktion lassen sich in gewohnlichem 


und dann im Hochvakuum bei Destillationstemperaturen bis zu — a 
200° destillieren und werden in 6 Fraktionen aufgefangen. Die JB ¢e 
beiden letzten Fraktionen geben mit Dimethylaminobenzaldehyd itl 
und Salzsiiure sowie auf dem Fichtenspan eine starke rote Farben- “9 
reaktion, 4/, dieser Basen kénnen destilliert werden; vermutlich on 
werden durch Wasserabspaltung Pyrrole gebildet. | gel 
Die Basen, deren salzsaure Salze in Chloroform loéslich sind, Sto 
lassen sich in dhnlicher Weise destillieren, jedoch ist nur die ” 
Hilfte destillierbar. - 
Ks ist zu bemerken, daB sich alle Fraktionen in ihren 
chemischen Eigenschaften gleichen, obwohl ihre Siedepunkte so Die 
iiberaus verschieden sind. So besitzen alle den pfefferartigen Ge- 
ruch und geben nach van Slyke so gut wie keinen Amino- ‘eda 
stickstoff. sticl 
Mit alkoholischer Ferrocyanwasserstoffsiure geben die Basen aut 
sehr schwer lisliche krystalline und mikrokrystalline Niederschliige, JB" 
Sowohl die freien Basen wie die Hydrochloride aller Fraktionen ” 
geben in alkoholischer Lésung mit alkoholischer Pikrolonsiiure & ier: 
keine Fillung. Ebenso gibt keine der Fraktionen der freien Basen rech 
in wisseriger Losung Pikrolonate mit wiBeriger Pikrolonsiure. 
Dagegen geben alle Hydrochloride der Basen eine Fallung mit & se 
wiisseriger Pikrolonsiure. Wir halten es fir wichtig, daB alle & str 
Fraktionen gegeniiber Pikrolonsiiure die gleichen Fiallungseigen- —& mit : 
schaften zeigen; man kann daraus schlieBen, daB eine gewisse Athe 
Gleichheit in der Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen J... 5 
vorhanden sein mu. Mehrere Hydrochloride der Fraktionen oe 
werden durch Pikrolonsiure nur teilweise gefallt. zleicl 
Auch Phenylisocyanat verbindet sich mit den Basen und punk 
zwar unter ziemlicher Wirmeentwicklung. Die niedrigsten Frak- 
tionen geben krystalline, die héheren amorphe Niederschlage. ™ 
ringe. 
Uber die C,-Basen des hydrierten Acetylgliadins. - Konze 
Ks sind dies die Basen, die aus den hydrierten und hydrolisierten ae 
Acetylproteinen gewonnen werden, die in Ather nicht léslich sind.') ee 
lhre salzsauren Saize werden in cine in trockenem Aceton und in eine sprit, 
in absolutem Alkohol lésliche Fraktion, die jedoch in trockenem Acetou 8 
unléslich ist, fraktioniert. 7, 





‘ 
4 


') N. Troensegaard, Diese Zs. Bd. 127, 8. 150 u. S. 159 (1923). 
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In der ersten Fraktion liegt eine Mischung von wasserstoffiirmeren 
Basen vor. Uber ihre Eigenschaften verweisen wir auf 5. 160 der vorstehend 
angeftihrten Abhandlung. Bei einer neuen Hydrierung mit Natrium in 
\mylalkohol und kalte Hydrolyse — die wie die Ilydrierung der Acetyl- 
proteine ausgefiihrt werden — nehmen sie mehr Wasserstoff auf und bei 
der gebriiuchlichen Fraktionierung gehen etwa 55°/, dieser Basen in die 
jtherléslichen C,-Basen iiber, etwa 10°/, in die C,-Basen, deren galzsaure 
Salze in Aceton unléslich sind, und nur 9°), der Stickstoffmenge gehen in 
die Siurefraktionen (D) tiber (in Gegensatz zur Hydrierung der Acetyl- 
proteine, bei der etwa 60°/, des Proteinstickstoffs in die Siurefraktionen 
gehen'). Die restlichen 26°/, wurden in den b-Fraktionen (schwach basische 
stoffe) als unveriindert acetonlésliche C,-Basen und in Gestalt von etwas 
Ammoniak gefunden. 

Diese Basen miissen als Spaltstiicke des nicht hydrierten Protein- 
molekiils betrachtet werden. 


Die C,-Fraktion, deren salzsaure Salze in Aceton unléslich sind. 


Die freien Basen dieser Fraktion sind unléslich in trockenem Aceton, 
iedoch léslich in Chloroform. Sie geben nach van Slyke etwa 23°/, Amino- 
stickstoff. Die Basen kénnen durch 5 stiindiges Kochen mit 10°/,iger Salz- 
siure gespalten werden, wodurch der van Slyke-Stickstoff bis 35°/, der 


 Gesamtstickstoffmenge erhéht wird. 


Nach dem Eindampfen in Vakuum und Ubersiittigung mit Kalium- 
hydroxyd werden mit Wasserdampf fliichtige Basen abdestilliert. Die Menge 
ler mit Wasserdampf fliichtigen Basen betrug bei wiederholten Priparationen 


'recht konstant 8°/, der Stickstoffmenge. ?/, bestanden aus Ammoniak. 


Die fliichtigen Basen wurden mit Salzsiiure neutralisiert. Nach dem Ein- 
dampfen im Vakuum und mehrmaligem Abdampfen mit absolutem Alkohol 
wurde vom Ammoniumcehlorid durch Behandlung mit trockenem Chloroform 


getrennt. Die in trockenem Chloroform léslichen Hydrochloride wurden 


mit einer Mischung aus gleichen Teilen trockenem Alkohol und trockenem 


Ather, in der die Hauptmenge loslich ist, behandelt. Ungelést blieben 0,2 g 


eines Hydrochlorids, das mit alkoholischem Platinchlorid ein Platinsalz gab; 
jie Base roch wie Piperidin. Das Platinsalz hatte den Schmelzp. 185—187. 


Das Platinsalz des Piperidins besitzt den Schmelzp. 186—189. Léste man 
| cleiche Teile in Wasser und dampfte ein, so hatte das Gemisch den Schmelz- 


punkt 184—188. 
Die Analyse ergab die Zusammensetzung C,,H,,.N(H,PtCl,)o4,, wo- 


/uach das Platinsalz des Piperidins vorliegen muB. 


Das von den fliichtigen Baser. befreite Hydrolysat wurde im Vakuum 
ringedampft, einige Male mit absolutem Alkohol abgedampft und die recht 
konzentrierte alkoholische Lésung mit einer reichlichen Menge trockenem 


Ather gefillt. 1/, des Hydrolysenprodukts blieb im Ather, wihrend 2/, aus- 
zefillt wurden. Der Niederschlag besteht aus einem Gemisch von alkohol- 
slichen Aminosiiuren und Basen; letztere sind im Gegensatz zu den ur- 


‘pringlichen Basen léslich in trockenem Aceton. 
Die atherléslichen Basen (4,5 g) wurden destilliert. 


') Ebenda, S. 180. 
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1. Fraktion, mit einem Siedepunkt bis zu 140° (17 mm Druck) 0,8 ¢ 
140—180° (0,3 mm Druck) 0,45 ¢ 
180—220° (0,3 ,, 4 O,v¢ 

zuriickgeblieben: 2,2 ¢ 


») 
~e % 9 s 99 


Die Fraktionen 1, 3 und der Riickstand gaben in Alkohol Platinsal, 
wobei 62, bzw. 94, bzw. 55°/, der Stickstofimenge gefallt wurden; Fraktioy 
2 gab hingegen mit alkoholischem Platinehlorid keine Fiallung. Die Platiy 
salze gaben nach wiederholten Analysen folgende empirische Formeln, 1; 
zwar fiir Fraktion 1 C, ,H,,N(H,PtCl,), <9. 

0,1144 ¢ Subst. gaben 0,0635 g CQ,, 0,030 g H,O und 0,0438 ¢ Pt. 

13,795 mg__,, 55 0,612 cem N (18,5°, 766 mm). 

Hieraus 15,15°/, C, 2,94°/, H, 38,2°%, Pt, 5,24°/, N. 


Fraktion 3: C,,H,.N(H,PtCl,),,5,0,,5 ( 


0,1097 g Subst. gaben 0,0866 g CO,, 0,0375 g H,O und 0,0350 ¢ Pt. 
8,330 mg ,, i 0,415 cem N (20°, 767 mm). . 
Hieraus: 21,6°/, C, 3,84°/, H, 31,9°/, Pt, 5,86°/, N. , 

Pt-Salz aus undestilliertem Riickstand: C,H, ,N(H,PtC),)o,.5 @ 

0,1148 g Subst. gaben 0,1068 g¢ CO,, 0,0419 g H,O und 0,0356 ¢g Pt. A 

13,315 mg ,, 5» 0,685 een N (21°, 776 mm). Z. 

Hieraus: 25,4°/, C, 4,09°/, H, 31,0°/, Pt, 5,65°/, N. | 

45,7 bzw. 30,5 bzw. 18,3°/, des Stickstoff der 3 Fraktionen kénnen « 
Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt werden. 

Das mit Ather ausgefillte alkalische Gemisch wurde in absolute: 
Alkohol gelést und das Kali mit der berechneten Menge alkoholischer S:\:- ” 
siiure gefillt. Im Filtrat hiervon befinden sich die in Ather unlésliche “i 
Aminosiiuren und Basen. Diese werden nun gefallt, indem man die nic!: D 
allzu stark konzentrierte Lésung in einen Ubersechufb von alkoholischey JR gt 
Platinchlorid gieBt. iu 

Die ausgefallenen Platinsalze hatten nach der Trocknung folgen( 
empirische Klementarzusammensetzung : . & 

Cy 6H, NCH, PtClg\y 40 hy 

0,1482 g Subst. gaben 0,1249 ¢ CO,, 0,0486 g H,O und 0,0485 ¢g Pt. S* 

9,497 mg ,, » 0,476 ecm N (20,5°, 753 mm). - 

Hieraus: 22,04°/, C, 3,67°/, H, 32,8°/, Pt, 5,78°/, N. i 

Sie sind also wie die vorausgehenden Basen sauerstofffrei. i 

Obgleich die gewonnenen sauerstofifreien Basenfraktionen nicht ais 
heitlich sind, so zeigen die Analysen doch, dab keine aliphatischen Base JB 

: A 
vorliegen kénnen, da der Wasserstoffgehalt zu gering ist. Die Mehra ™ ho 
der Analysen zeigt, daS auf jedes Stickstoffatom (H,PtCl,),,, kommen, “ 
durch eine Ubereinstimmung mit den Analysen der methylierten, nicht | 
drolysierten C,-Basen'!) besteht; mehrere der von diesen angegebenen Avi tion 
lysen wiesen dasselbe Verhiltnis auf. Se 

Das Filtrat von den Platinsalzen wurde im Vakuum eingedampft, Fate 
Wasser iibergefiibrt und das Platin mit Schwefelwasserstoff ausgefillt: | 

; eth 

') N. Troensegaard u. Eugen Fischer, Diese Zs. Bd. 142, >: BM ;, 


(1925). 
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Filtrat hiervon wurde in absoluten Alkohol iibergefiithrt und das Chlor 
mit der berechneten Menge wasserfreiem methyl-alkoholischem Kalium- 
hydroxyd entfernt. Die Aminosiiuren wurden in wiibriger Liésung dureh Er- 
wirmung mit frisch gefiillten Kupferhydroxyd in Kupfersalze verwandelt. 
Bei der Uberfiihrung in absolut alkoholische Lésung schieden sich etwa 
10°), der Kupfersalze als blaues Krystallpulver, das nach der 'Trocknung 
die elementare Zusammensetzung C,H, .NO,,Cuy,, hatte, ab. 

5,552 mg Subst. gaben 7,940 mg CO, und 3,05 mg H,0. 

4,072 ,, * ” 0,323 eem N (20,5°, 765 mm) 

20,740 ,, * - 5,735 mg CuO. 

Hieraus: 39,0°/, C, 6,15°/, H, 22,1°/, Cu, 23,5°/, O, 9,3°), N. 

Das Cu-Salz war merkwiirdigerweise in Wasser sehr schwer loslich, 
obwohl es vorher in Wasser leicht léslich gewesen war. Diese Eigenschaft 
besitzen die Kupfersalze der Amino-Valeriansiiure, wenn sie einmal gefiillt 
sind. Da die Formel anniihernd stimmt, muB angenommen werden, dab 
eine Amino-Valeriansiure vorliegt. Das Kupfersalz gab 95,0°/, Aminostick- 
stofi nach van Slyke. 

Der in Alkohol leicht lésliche Teil der Cu-Salze wurde in trockenem 
Ather gefillt. Nach der Trocknung in Vakuum hatte er die elementare 
Zusammensetzung: Cy,,Hy5,oNO;,¢Cuo, 4( C,H, (CO), (COO), gCuy ,). 

0,1256 g Subst. gaben 0,2220 g CO,, 0,0752 g H,O und 0,0253 g CuO. 

6.405 mg ,, » 0,505 eem N (21°, 773 mm). 

Hieraus: 48,3°/, C, 6,7°/, H, 16,1°/, Cu, 19,6°/, O, 9,3°/, N. 


Das Kupfersalz gab 23°/, Aminostickstoff nach van Slyke. Es kann 
kein Prolinkupfer enthalten, da es beim Erhitzen hellblau blieb (und nicht 
violett wie Prolinkupfer wurde); auBerdem enthiilt es CH, mehr als Prolin. 
Die freien Aminosiiuren wurden in gewodhnlicher Weise mit Chlorwasser- 
stoff in Alkohol verestert. Es lieB sich jedoch nur eine geringe Menge von 
Aminosiureestern im Hochvakuum (0,2 mm Druck) destillieren. 

Vergleicht man die Analysen der verschiedenen Siuren und Basen, 
die bei der Hydrolyse gebildet werden, so weisen diese darauf hin, daB die 
hydrolysierten Molekile einen symmetrischen Bau besitzen miissen, da, ab- 
zesehen von den Carboxylgruppen, die Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stick- 
stoffmengen in Basen und Siéuren annihernd gleich sind. 

Die angegebenen Resultate stammen aus Priiparationen, die eine Stick- 
stoffmenge, die 129 ccm '/,-n-NH, entsprachen, enthielten. Nach der Hy- 
drolyse lag folgende Verteilung vor: 10 ccm '/,-n. waren in den mit Wasser- 
dampf fliichtigen Basen (etwa °/, NH,), 43 cem '/,-n. in den itherléslichen 
Basen, 76 cem '/,-n. in dem Gemisch von iitherunlislichen Basen und 
Aminosiuren. Das Mengenverhiltnis zwischen diesen iitherunléslichen Basen 
und den Aminosduren war ungefihr gleich. 

Es soll gleichzeitig angefiihrt werden, dab die Basen- und Siurefrak- 
tionen des hydrierten Acetylgliadins bei der gewéhnlichen Hydrolyse mit 
starker Salzsiiure keine Glutaminsiiure geben, obwohl das Gliadin selbst 
diese Aminosiiure bei der Hydrolyse in einer Ausbeute von 40°), gibt. 

Werden die urspriinglichen C,-Basen nicht ausreichend hydriert, so 
erhilt man bei der Hydrolyse sauerstoffhaltige Basen; deshalb haben wir 
in einigen Fallen vor der Hydrolyse eine weitere Hydrierung in Amylalkohol 
mit nachfolgender Fraktionierung der Basen yorgenommen. 
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Die hydrolysierten C,-Basen wurden aus Acetylgliadin, das durch 
Acetylierung mit Acetylchlorid in Eisessig dargestellt wurde, gewonnen. 
Da iiber diese Versuche die Bemerkung gemacht wurde, daB das Acety!- 
chlorid das Proteinmolekiil méglicherweise in der Art veriindert hat, da 
bei der von uns angewandten Spaltungsmethode nicht die wirklichen hy- 
drierten ,,Bausteine“ erhalten werden, soll in den folgenden Arbeiten dic 
friiher gebrauchte Acetylierungsmethode, niimlich die Lésung des Gliadins 
in wasserfreiem methylalkoholischem Kali, Neutralisation mit Essigester 
und Acetylierung mit essigsaurem Natron in Essigsiiureanhydrid, angewandt 
werden. Hierauf soll untersucht werden, ob man von den Hydrolysenpro- 
dukten der C,-Basen dieselben Analysen erhilt, wenn dieses Acetylgliadin 
hydriert und fraktioniert wird. Wir werden dann versuchen, die Basen 
niher zu charakterisieren. 
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Uber Tyramin als Bestandteil eines japanischen Essigs. 
Von 


Kenji Miyaji. 





(Aus dem Laboratorium fiir Girungsphysiologie der kaiserlichen Universitit Tokio.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juli 1929.) 


Im folgenden berichte ich iiber Ergebnisse, die ich bei der 
Untersuchung der beiden Hauptarten von japanischem Essig er- 
halten habe. Der eine Essig wird direkt aus Reis hergestellt, 
sogenannter ,,Reisessig“, fiir den anderen dient als Rohmaterial 
der PreBriickstand des japanischen Reisweins, das ,Sakékasu\“, 
welches den ,Sakékasuessig*“ liefert. 

In beiden Essigsorten war mehr oder weniger Bernstein- 
siure enthalten; aus dem Sakékasuessig konnte eine griBere 
Menge Tyramin isoliert werden. 

Die Bernsteinsiure konnte zwar nicht ganz rein erhalten, 
aber doch einwandfrei sichergestellt werden; ihr Vorkommen 
iiberrascht auch nicht, wenn man bedenkt, daB sie wihrend der 
langen Girung durch die zahlreich vorhandenen Schimmelpilze, 
Hefen und Bakterien gebildet wird. Ich berichtete schon in einer 
vorhergehenden Mitteilung ,Uber die Zersetzungsprodukte von 
Aminosiuren durch Essigbakterien“?), daB einige Stimme in Japan 
von mir gefundener Essigbakterien aus Glutaminsiure eine 
ziemlich betriichtliche Menge Bernsteinsiure und eine 1-Tyrosin 
Tyrosol und eine geringe Menge 1, p-Oxyphenylmilchsiure 
bildete, aber kein Tyramin. In jetzigen Versuchen konnte das 
Vorhandensein von 1,p-Oxyphenylmilchsiiure nicht ganz sicher, aber 
mit groBer Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden. ‘Tyrosol 
wurde nicht gefunden. 

Ferner fand ich in einem gereiften Sakékasu eine griBere 
Menge Tyramin. Dies lieB vermuten, da8 unabhingig von der 
Essiggirung schon im Ausgangsmaterial decarboxylierende Mikroben 


1) Miyaji, Jl, Chem. Soe. Japan Bd. 45, Nr. 6 (1923). 
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anwesend waren und bei der Reife eine Rolle spielen. In der 
Tat gliickte es, aus einem alten Sakékasu zwei Stiimme von 
Bakterien zu isolieren, die nach ihrem physiologischen Verhalten 
als B. megaterium de Bary zu bezeichnen sind; sie bilden aus 
‘T'yrosin fast quantitativ Tyramin. Die chemische Leistung dieser 
Bakterien ist so ausgezeichnet und ihre Aufzucht so einfach, dag 
sich dieser Weg zur Gewinnung der Amine als sehr bequem 
empfehlen 1iBt. 


Experimenteller Teil. 


Untersuchung des Reisessigs: Isolierung von Bernsteinsaure, 
1,p-Oxyphenylmilchsaure angedeutet, kein Tyramin. 


5 Liter hellgelb durehscheinender frischer Verkaufsessig der Fa. ,,Uno" 
wurde im Vakuum konzentriert, der sirupése Riickstand wurde mit Alkoho! 
extrahiert, bis in diesem keine die Millonsche Probe gebende Substanz 
iiberging. Der Alkohol wurde verjagt, der Riickstand schwefelsauer im 
Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat mit Ather extrahiert, bis dic 
Millonsche Reaktion im Auszug negativ war. Nach dem Verjagen des 
Athers blieb eine graue Krystallmasse zuriick, die mit Tierkohle aus Wasser 
umkrystallisiert wurde: 13,75 g. 

Aus ihr wurden nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Wasser und 
mechanischem Abtrennen der in kleinerer Menge vorhandenen pfeilerartigen 
Nadeln von den kérnigen Krystallen der Bernsteinsiiure eine geringe Menge 
1,p-Oxyphenylmilchsiiure erhalten, die trotz mehrfachen Umkrystallisierens 
aus Wasser von Bernsteinsiiure nicht ganz befreit werden konnte, Schmelz- 
punkt 173—175°, Millonsche Reaktion stark positiv, Uffelmann positiv. 
Der andere Teil des Krystallgemenges ergab schlieBlich — bei doppelter 
Ausfiithrung des Versuches — 3,5 g noch nicht ganz reine Bernsteinsiiure, 
als solehe nachgewiesen durch Schmelzp. 182°, Pyrrolreaktion des Ammon- 
salzes und seiner Fillbarkeit durch Ejisenchlorid, sowie durch die (im 
Wasserstofigehalt zu hoch ausgefallene) Analyse. 

Der Riickstand der sauren Atherextraktion (Millonsche Probe schwael 
wurde mit Natriumearbonat neutralisiert, neutral mit Ather extrahiert, dann mit 
gesittigter Natriumcarbonatlisung versetzt und alkalisch mit Ather extrahiert. 
In beiden Fiillen konnte keine definierbare Substanz (Tyramin) isoliert werden. 


Untersuchung des Sakékasuessigs: Isolierung von Bernsteinsaure 
(1,p-Oxyphenylmilchsaure) und Tyramin. 


5 Liter tiefbrauner klarer kiuflicher Sakékasuessig der 
Fabrik ,,Sasada‘ werden analog der Untersuchung des Reisessigs 
verarbeitet und aus den sauren Atherextrakten 10,18 g Krystall- 
gemisch isoliert, das ebenfalls aus Bernsteinséure und etwas l,p- 
Oxyphenylmilchsiure bestand. 

Der Riickstand der sauren Atherextraktion wurde mit Natriun- 
carbonat stark alkalisch gemacht und mit Ather extrahicrt 
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Nach 40 Stunden schieden sich im Kolben Nadelbiischel von 
krystallen (T'yramin) aus. Nach dem Verjagen des Athers wurde 
die Substanz mit Tierkohle aus Wasser umkrystallisiert, Aus- 
beute: 4,12 g seidengliinzende Nadeln oder Tafeln, Tryptophol- 
reaktion positiv. Zur weiteren Reinigung wurde ins salzsaure 
Salz iibergefiithrt und dieses aus Methylalkohol und Ather um- 
krystallisiert. 

Das freie Amin reagiert stark alkalisch, ist leicht léslich in 
Alkohol und heiBem Wasser, etwas schwerer léslich in Ather und 
kaltem Wasser. Millonsche und Denigéssche Reaktion ist stark 
positiv, Piriasche und Paulysche Reaktion deutlich positiv. Die 
wibrige Lésung des Amins gibt mit Phosphorwolframsiaure, Silber- 
nitrat und Baryt eine Fillung. Zur Analyse wurde das Amin 
aus Alkohol umkrystallisiert und im Vakuum iiber Chlorcalcium 
setrocknet. 

0,1566 g Substanz gaben 0,3992 CO,, 0,1171 H,O. 


0,1748 g - » 15,5 cem N, (28°, 776 min). 
C,H,,ON Ber. C 70,01 °/, H 8,08°, N 10,24°/, 
Gef. ,, 69,52 » 8,31 » 1050, 


Das reine salzsaure Amin krystallisiert in farblosen seideglinzenden 
7 


 Nudeln, Schmelzp. 278°, ist sehr leicht léslich in Wasser, léslich in Methyl- 


ud Athylalkohol, schwerer léslich in Ather, unlislich in Petrolither und 
Ligroin. Zur Analyse wurde das Platindoppelsalz hergestellt und bei 100° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet, Schmelzp. 205°, schwer léslich in kaltem 
Wasser und Alkohol, unléslich in Ather. 

0,1420 g Substanz gaben 0,04202 g Pt. 

(CsH,,ON),H,PtCl, Ber. 28,489,  Gef. 28,81°),. 

Durch diese Higenschaften ist die Substanz als das von 
', Khrlich beschriebene p-Oxyphenylaithylamin, das sogenannte 
lyrosamin oder Tyramin sicher identifiziert. 

Kine gleiche Menge Sakékasuessig wurde direkt der alkalischen 


Atherextraktion unterworfen und dabei 5,4 ¢ Tyramin erhalten. 


Die Isolierung von Tyramin aus altem Sakékasu. 


Ks wurden zwei Arten von altem Sakékasu verwendet: 1. ein 


_-) Monate altes dunkelbraunes Essigrohmaterial der Fa. Sasada, 
-. eine gewdhnliche 12 Monate alte hellbraune Verkaufsware, die 
'«als Futter oder zum hiiuslichen Gebrauch, z. B. beim Einmachen 


er Aromakriauter gebraucht wird. 


2,754 kg Sakékasu wurden mit 4 Liter destilliertem Wasser 
“ng yerrthrt 30 Stunden unter zeitweiligem kriftigen Rihren 








& 
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bei etwa 16° stehen gelassen. Dann wurde 20 Minuten bei 60 
sterilisiert und durch Auspressen 3 Liter Saft erhalten. 

1 Liter Saft wurde im Vakuum konzentriert, der sirupise 
Riickstand mit Alkohol extrahiert. Nach dem Abdestillieren de; 
Alkohols wurde dieser Riickstand sodaalkalisch 40 Stunden 1): 
Ather ausgezogen und schlieBlich wie bei der Verarbeitung de; 
Sakékasuessigs ‘yramin erhalten. 

Die Ausbeute betrug 1,29 g beim Rohmaterial der Fa. Sasada, 
0,89 g bei der gewéhnlichen Verkaufsware. JBei direkter Kx. 
traktion von 688 g altem Sakékasu ohne Wasser mit Alkohol und 
dann mit Ather wurden 1,22 g Tyramin aus dem ersten und 
0,955 g aus dem zweiten erhalten. 

Aus dem PreBsaft eines neuen kiiuflichen Sakékasu, der 
noch kreideweiB war, konnte auf dein gleichen Wege kein Tyramin 
gewonnen werden. 

Zum Vergleich der Tyraminmenge in den drei Arten wiiBriger 
Sakékasuausziige mit dem Gehalt des Sakékasuessigs seien dic 
Ergebnisse tabellarisch zusammengestellt: 











Trockensubstanz Tyramin aus 
in 100 cem Wasser 100 ecem Wasser 
Neues Sakékasu. 2,785 g 
LOGnrGnes yy «© « « » 7,652 g 0,089 g 
Sgene gies - «+ ss 8,117 g 0,129 g 
Sakéckasuessig. . . . . 3,828 g 0,108 g 








Man sieht hieraus, wie beim Altern (Reifen) des Sakékasu, 
des Rohmaterials fiir den Essig, der Gehalt an wasserldsliche: 
Substanz wichst und damit regelmifig auch die Tyraminmeng: 
Dabei nimmt die Farbe und das Aroma zu und das Produk: 
wird weicher und zerflieBlicher. 

Im Sakékasuessig schwankt der Tyramingehalt einhergeheu! 
mit der Qualitiit bedeutend. Je nach Verwendung des Rohmaterials 
dessen Reifungszeit und Reifungstemperatur und sonstiger be- 
handlungsweise. Der Gehalt an Amin ist aber unabhiangig vw 
der Essiggiirung und erleidet dabei keine Verinderung. 


Jm etwa gebildetes Tyrosol festzustellen, wurden die einzelnen ver 
schieden alten Sakékasus neutral mit Ather extrahiert und dag daraus « 
haltene Harz benzoyliert, ohne daB eine definierbare Substanz isoliert wer: 
konnte. Desgleichen konnte aus sauren Atherextraktionen kein Kiérp« 
identifiziert werden. 




















der 
1D 


kasi, 
icher 
enge. 
ydukt 





Uber Tyramin als Bestandteil eines japanischen Essigs. 161 





Der bakteriologische Abbau (Decarboxylierung) vom Tyrosin zum 
Tyramin. Die Isolierung und Kultur der 
Tyraminbildenden Bakterien. 


Nihrlésung auf 100 cem Wasser. 


Monokaliumphosphat . . . . . .. . 20¢ 
Dikaliumphosphat . . . . . ... . 10¢ 
Magnesiumsulfat . . ...... . 20¢ 
Cifewmeitiom. . . . 1. 16 © «© « s «+ Ole 
Glycerin . . . he Dae » » «= Se 


1 Liter Nahrlésung und 1,0 g Tyrosin und eine Spur Ferri- 
chlorid wurden in einem 2-Liter-Kolben im Dampftopf sterilisiert, 
mit altem Sakékasu (Sasada) geimpft und als aérole Kultur mit 
steriler Watte verschlossen unter Durchliiftung angesetzt. Es trat 
Kahmbildung auf. Die intensiv widerlich riechende Lisung wurde 
iltriert, im Vakuum konzentriert, der Riickstand alkalisch mit 
Ather extrahiert und darauf eine betriichtliche Menge Tyramin 
isoliert. 

Dann arbeitete ich mit Fleischagar und konnte 2 Bakterien- 
stimme ,ee“ und ,A“ aw Mit je 20 schiefen Agarkulturen 
veider Stimme wurden aus 5g 1-Tyrosin 3,26 g = 86,2°/, (d. Th.) 
reines Tyramin gewonnen. 


0,1828 g Substanz gaben 0,4670 g CO,, 0,1356 g H,O. 


0,1602 ¢ * » 14,2 ecm Ny, (28°, 771 mm). 
C5H,,ON Ber. C 70,01°/, H 8,08°/, N 10,24, 
Gef. ,, 69,67 »» 3,24 » 10,08 . 


Keide Baktericn sind langsam bewegliche kurze Stiibehen, sie ent- 
halten Invertase. In sogenannten Bouillon und Kojidekokt entwickeln sie 
‘ich ippig unter Kahmbildung. Auf einer Agarplatte bilden sie einen dichten, 
zihen, porzellanweiBen, vorwiegend nach oben wachsenden Belag unter 
Sc hleimbildung. Beim Anlegen der sogenannten Stichkultur war anfinglich 
bei 30° 3 Tage) trichterformig Verfliissigung der Kojigelatine zu konstatieren. 
Bei der Zucht auf Kartoffelscheiben bilden sie gelblich-braune trockene 


' Kolonien, wobei sich der Stamm e@ durch einen welligen Belag von 3 


wuterscheidet. 

Es ist interessant, daB die giinstigste Temperatur fiir 
die Entwicklung der Bakterien bei etwa 20° liegt, welche 
gerade die Temperatur der Fabriklager ist, Nach den an- 
geliihrten bakteriologischen Ejigenschaften handelt es sich um 
2 Varietiten des B. megaterium de Bary, das mit den Heu- 
vazillen, Kartoffel- oder Darmbazillen verwandt ist. 

In vergleichenden Kontrollversuchen arbeitete ich mit 


| oStimmen von B. mesentericus vulgatus, den ich bei friiheren 
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Versuchen !) in verschiedenen Kssigfabriken Japans gefunden hatte, 


ohne eine T'yraminbildung zu beobachten. 


Zusammenfassung. 


Aus Reisessig wurde ein Gemisch von Bernsteinsiiure uni 
],p-Oxyphenylmilchsiure erhalten, kein Tyramin. Aus Sakékasu- 
essig wurde Bernsteinsiure, wenig 1,p-Oxyphenylmilchsiure, kein 
Tyrosol, aber Tyramin erhalten. Der Gehalt an Tyramin steigt 
mit dem Alter des Ausgangsmaterial, das zur Essigfabrikatioy 
verwendet wird, und hat mit der Essiggirung an sich nichts zu tun, 

Aus Sakékasu wurden 2 Stimme B. megaterium de Bary 
isoliert, die T'yrosin fast quantitativ in Tyramin itiberzufihren 
vermogen. 


Ks ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. T. Taka- 
hashi, auf dessen Anregung diese Arbeit entstanden ist, herzlichst 


zu danken; sie ist ein Teil meiner gréBeren Untersuchung ,,Uber 
die Kssigbakterien in Japan“. 


') Miyaji, Jl. Soc. Brew Japan Bd. 19, Nr. 9 (1923). 














Co-Zymase. XVI. 
Weitere Isolierungsversuche. 


Von 


H. v. Euler und Karl Myrbiick. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1929.) 


Wie wir in friiheren Aufsitzen') mitgeteilt haben, hat es sich 
cezeigt, daB die nach unseren Methoden hergestellten, reinsten 
(‘o-Zymasepriparate (Aktivitat in unserer Kinheit gemessen ACo = 
etwa 75000) im wesentlichen aus einer einheitlichen Substanz be- 
stehen. Wie wir dabei hervorgehoben haben, liegt, wie immer 
in Gbnlichen Fallen, die Méglichkeit vor, da’ der gesuchte aktive 
kirper nur eine der Menge nach unbedeutende Beimengung der 
isolierten Substanz ist. Der schlieBlichen Entsckeidung, ob die 
isolierte Substanz die Co-Zymase ist, muf natiirlich eine Be- 
stimmung der Art dieser Substanz vorangehen. Uber einige Ver- 
suche in dieser Richtung wollen wir hier berichten. 

Wir erinnern daran, daB wir in unserer letzten Mitteilung 
in dieser Zeitschrift behaupten konnten, dab die erwiihnte Substanz 
stark an die héheren Spaltprodukte der Nucleinsiiuren erinnert. 
Nach der Hydrolyse konnte man eine Base, wahrscheinlich Adenin, 
in einer Menge gewinnen, die wabhrscheinlich dem gesamten 
Stickstoffgehalt des Stofies entspricht. Die Annahme dab 
Adenin der einzige stickstoffhaltige Bestandteil ist, fordert ein 
Molekulargewicht unserer Substanz, die einen N-Gehalt von 
14,5—15°/, hat, von 450—500, was bemerkenswerterweise mit 
dem durch Diffusionsversuche ermittelten Wert 480 gut iiber- 
einstimmt. Zwei neue Priparate (ACo = etwa 70000) hatten beide 
den N-Gehalt 14,9°/,.. Unsere Substanz enthilt ferner ein Kohle- 
livdrat, das stark die Phloroglucinreaktion gibt, etwa in demselben 
‘rade wie z. B. Adenylsiure. Unsere friiher beschriebene Sub- 
‘tanz enthielt viel Phosphor. Man konnte also vermuten, dab die 
‘ubstanz Nucleotidstruktur besaB. 


') Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 177, 8. 237 (1923). — Natur- 
wiss, Bd. 17, S. 291 (1029). 
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Dies wurde dann immer wahrscheinlicher, als wir in spiiter 
hergestellten Priparaten, mit dem héchsten nach unseren Methodey 
erreichbaren Reinheitsgrad regelmibig einen P-Gehalt von 6—7" 
fanden.') Noch wichtiger war, daB mit der enzymatischen Ver- 
nichtung der Aktivitiit solcher Co- Zymasepriparate die Abspaltung 


von organischem P parallel geht. Dies deutet ja wirklich darauf 


hin, da& der nucleotidiihnliche Kérper der Trager der Aktivitiit 
unseres Priiparates ist. 

Die Methode zur Reinigung der Co-Zymase ist im wesent- 
lichen die friiher geschilderte, nur wurden gewisse Operationen 
wiederholt, wobei noch kleine Mengen von Beimengungen entfernt 
werden konnten. Die gewonnene Substanz verhilt sich gegen die 
angewandten Fillungsreagenzien folgendermaBen: 


Gibt mit Bleizucker oder Bleiessig keinen Niederschlag, 

Wird mit Bleiacetat + NaOH (oder NH,) mehr oder weniger 
vollstindig gefallt (Uberschu8 von Lauge schwer zu ver- 
meiden). 

Wird mit Quecksilber-Acetat oder Quecksilbernitrat + Lauge 
volistaindig gefallt. 

Gibt mit Quecksilbersulfat in 5°/, H,SO, keine Fallung. 

Gibt mit AgNO, in saurer Lésung keine "Fallung. 

Wird von AgNO, + H,N (oder Baryt) vollstindig geiillt. 

Wird von Phosphorwolframsiiure vollstindig aus saurer 


Lésung gefallt. 
Wird von Pikrinsiure auch aus sehr konzentrierter Lisung 


nicht gefallt. 


Von einem gewissen Reinheitsgrad an steigt der Phosphor- 
gehalt stark mit der Aktivitét. Kin nach unserer Methode ge- 
wonnenes Priiparat (mit 4 bezeichnet) hatte ACo = 65000. Von 
dieser Substanz wurden 14,0 mg mit Perhydrol und Schwefelsiure 
verbrannt, die Lisung wurde neutralisiert und auf 100 ccm ver- 
dinnt. In 60 ccm der Loésung fanden wir nach Embdens 
Methode 0,419 mg P, in 80 ccm 0,212 mg. Dies gibt einen 
P-Gehalt der Substanz von 5,0 bzw. 5,1°/,. Die Lésung cer 
Substanz 4 gab mit PbAc, eine geringe Fillung. Diese wurde 
abfiltriert, die Lisung mit H,S entbleit und H,S weggelitftet 
Mit HgAc, fallte man dann volistiindig aus, wusch die Fiillung 
mit Wasser und zersetzte sie mit Schwefelwasserstoff usw. > 





') Euler und Myrbick, Naturw. 17. Jahrg. 291 (1929). 
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gewann man das Priparat 6: ACo = 70000. Zwei P-Bestimmungen 
gaben im Mittel einen Phosphorgehalt von 6,35°/,. 

In einem anderen Fall gewannen wir nach unserer gewohnlichen 
Methode aus einem schlechten Ausgangsmaterial ein Priiparat von 
ACo = 35000. Der Phosphorgehalt war 4,35°/,. Aus diesem 
Priparat wurde durch nochmalige Fillung mit Phosphorwolfram- 
siiure und Quecksilberacetat das Priparat 12 erhalten: ACo = 61000, 
P-Gehalt 5,9°/,. Aus Phosphorgehalten von 6—7°/, berechnet 
man ein Molekulargewicht von 450—520; die Ubereinstimmung 
mit dem gefundenen Werte 480, kann natiirlicherweise zu- 
fillig sein. 

Wenn nun unsere Priparate (anstatt Co-Zymase) im wesent- 
lichen eine inaktive nucleotidartige Verbindung ausmachen, so lag 
der Gedanke nahe, daB man aus dieser Verbindung besser deti- 
nierte Salze isolieren kénnte. Unsere Absicht war, wie schon in 
unserer friheren Mitteilung gesagt wurde, zu versuchen, ob unsere 
Verbindung, wie viele andere organische Phosphorsiureester, schwer 
lisliche oder sonst leicht isolierbare Alkaloidsalze gibt. Wie unten 
niher beschrieben werden soll, stieBen diese Versuche aber auf 
gewisse Schwierigkeiten. Dagegen ist es uns gelungen, Ba-Salze 
herzustellen, deren Analysen von Interesse sind: 

Vorversuche zeigten zuerst, da} aus Co-Zymaselésungen von 
cinigermaBen hohem Reinheitsgrade mit Ba und Alkohol Ba-Salze 
gefillt werden konnten, ohne dab die Aktivitit vermindert wurde. 
Bei den aus den besseren Praparaten gewonnenen Salzen war das 
nolekulare Verhiltnis Ba: P approximativ = 1, bei den unreineren 
Substanzen gréBer. 

Aus dem obengenannten Priiparat 12 wurde dann ein Ba-Salz 
bereitet. 25 ccm einer etwa 1°/,igen Lésung wurden mit einer 
Lisung von 0,5 g Bariumacetat versetzt. Mit Ba(OH), wurde 
dann auf p,, =8 alkalisch gemacht. Kine geringe T'riibung wurde 
veseitigt. Die Lésung wurde dann in viel Alkohol eingegossen. 


Der Niederschlag wurde mehrmals mit Alkohol gewaschen, dann 


mit Ather und schlieBlich in Vacuo getrocknet. Bei 105° ge- 


_trocknet, verlor die Substanz 15°/, Wasser. Von der in Wasser 


alBerst leicht léslichen Substanz wurde eine Lisung bereitet, die 


-}ro cem 2,75 mg Trockensubstanz enthielt. Mit 0,025 und 
‘05 ccm Lésung wurden Girungsversuche nach der gewohnlichen 
_Aethodik angestellt (Parallelversuche). Als Mittelwert fiir die 
| Cdrungsgeschwindigkeit fanden wir, auf 1 ccm Lésung berechnet, 
150 cem CO, pro Stunde. Der Reinheitsgrad des Ba-Salzes ist 








166 H. v. Euler und K. Myrbick, 


160_ — ; 
also ACo = $0085 58000. (Das anwesende Ba _ vermindert 
275 


kaum die Giirungsgeschwindigkeit.) Da die Substanz, wie die unter 
anzufiihrenden Analysen zeigen, etwa 20°/, Ba enthilt, finden 
wir fiir die Ba-freie Substanz ACo = etwa 75000. 
Analysen: 0,0862 g Trockensubstanz wurde in verdiinnter H('| 
gelést und Ba in der Hitze als Sulfat gefalit. 0,0303 g BaSv, = 
17,8 mg Ba = 20,7°/, Ba. Das Filtrat und Waschwasser von der 
Ba-Bestimmung wurde im Mefkolben zu 100 ccm verdiinnt, 
Davon wurden 10 ccm eingeengt und mit H,SO, und H,O, ver. 
brannt. Die P-Bestimmung nach Embden gab 0,415 mg P = 
4,82°/, P. Von demselben Filtrat wurde in 2 ccm der Stickstoif 
durch Mikrokjeldahlbestimmung ree Man fand in zwei Ver. 
suchen 0,206 und 0,208 mg N = 11,95°/, N. Fir die Bestimmung 
von reduzierendem Kohlehydrat vate 0,0972 g Trockensubstanz 
in 2 com Wasser gelést. Dann wurden 5 ccm 4 n-H,SO, 
gesetzt. Das BaSO, wurde aut einem sehr kleinem Filter abfiltriert 
und so lange mit kleinen Mengen Wasser ausgewaschen, bis das 
Volumen des Filtrates genau 25 ccm betrug. Diese saure Lésung 
stand 7 Stunden auf Eis, und wurde dann unter RiickfluB in 
kochenden Wasserbade erhitzt. Unmittelbar vor der Erhitzung, 
nach 15 sowie 65 und 120 Minuten Erhitzung wurden Probe 
von 5 ccm entnommen, mit starker NaOH neutralisiert und mi 
je 2 ccm gesiittigter HeAc, -Lésung versetzt. Nach Stehen iiber 
Nacht wurde zentrifugiert, und der Niederschlag mit etwas Wasser 
ausgewaschen. Die Zentrifugate + Waschwasser wurden mit H,s 
entquecksilbert, filtriert und HgS mit heiBem Wasser ausgewasche. 
bis das Volumen der Filtrate genau 15 ccm betrug. Nach Ans- 
blasen des Schwefelwasserstoffs mit Luft wurde in 5 ccm Lésung 
reduzierendes Kohlehydrat nach Schaffer-Hartmanns Methoi: 


bestimmt. Wir fanden: 


Nach Stehen der Lisung auf Eis . . . 0,06 mg Pentose') 
Nach Erhitzen 15 Min. . . . . . . . #+41,01 =,, - 
*9 9 65 s9 . . . . . . . 1,11 39 “9 
120 e. . . . . . . . 1,01 99 9? 


” a) 


Aus dem hichsten Werte 1,11 mg berechnet man einet 


Pentosengehalt des Bariumsalzes von 17,2°/,. Dabei ist zu be- 


merken, daB dieser Wert sicher zu niedrig ist, da die Quecksilber- 
niederschliige kaum vollstiindig ausgewaschen wurden.  Fasse! 


1) Aus dem Cu,O als Arabinose berechnet. 


———— 
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wir die Analysen zusammen und berechnen wir daraus die mole- 
kularen Verhiltnisse der bestimmten Stoffe, so erhalten wir: 


Mol.-Verhiiltnis 


me. .s ss Sy, 1 

,r «es  s 1,03 
mM «s+ «s 5,7 
Pentose . . 17,2 0,77 


Das Verhiltnis Ba:P ist also recht genau 1. Ist die An- 
nahme von Adenin als einzige Stickstoffquelle richtig, so sollte 
ja das Verhiltnis N:P:Ba = 5:1:1 sein, was je einigermaBen 
mit den gefundenen Werten iibereinstimmt. Da die gefundene 
Menge reduzierenden Kohlehydrates aus oben angefiihrtem Grunde 
zu klein ist, stimmen die Analysen recht gut mit der Annahme, 
daB die Verbindung ein Nucleotid ist. Hier ist zwar zu 
betonen, daB das Molekulargewicht 480 (Diffusionsversuche) auf 
ein gewohnliches Adeninnucleotid nicht paBt. Andererseits passen 
aber die oben angefiihrten Analysenwerte recht gut zu einem 
Molekulargewicht des Ba-Salzes von etwa 620 (22°/, Ba und 5°/, P). 

Das oben analysierte Ba-Salz wurde, wie angegeben, mit viel 
Alkohol ausgefallt. Wir fanden aber spiiter, daB es auch in 
)0°/, Alkohol nur maBig léslich ist. Es ist dabei eine Méglichkeit, 
daB etwaige Verunreinigungen in Lésung bleiben. Ohne Ba fillt 
nimlich aus den Praparaten im 50°/,igen Alkohol nichts aus. Von 
dem beschriebenen Ba-Salz wurde ein Teil in einigen com Wasser 
gelést und mit Alkohol bis zu 50°/, wieder gefillt. Es wurde 
eiumal mit 50°/,igem, dann mit starkem Alkohol und schlieBlich 
mit Ather gewaschen und getrocknet. Die Aktivitaét wurde zu 
ACo = 55000 bestimmt, ist also ungefiihr dieselbe wie die des 
ersten Ba-Salzes. Die Substanz wurde wie die erste analysiert, 
Wir fanden: 

Mol.- Verhiiltnis 


Ba .. 19,9 0,93 
yr. +s. 1 
ms « « BS 5,3 


' Durch die Umfallung hat sich also weder die Aktivitit noch 


die Zusammensetzung wesentlich geindert. 
Bei einer Substanz wie der unsrigen liegt ja eine Méglichkeit 


‘or, daB man Alkaloidsalze in krystallinischer Form gewinnen 
| <Onnte. Wir fanden auch, daB die Lésungen unserer reinsten 
_(o-Zymasepriparate betriichtliche Mengen Brucin und Strychnin 


41 lésen vermégen. Die entstehenden Salze sind aber in Wasser 
0 léslich, daB ihre Isolierung nicht gelungen ist. Kine Loésung 
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des Priparates 12 wurde mit Brucin gesittigt, nach langem 
Stehen und freiwilligem Verdunsten des Wassers krystallisierten 
halbmillimeterlange, zu ringformigen Gebilden vereinigte Nadely 
in betriichtlicher Menge aus. Um sie von der stark sirupésen 
Mutterlauge zu trennen, wurden sie méglichst trocken gesogen, dann 
mit einigen Tropfen Wasser verrieben. Dabei nahmen die Krystalle 
aber alsbald ein kreidiges Aussehen an. Offenbar trat Hydrolyse 
ein. Das erhaltene Trockenprodukt hatte nimlich nur eine mibige 
Aktivitait, aber auch nur den entsprechenden kleinen Phosphor. 
gehalt. In derselben Weise miBlang die Herstellung eines Strychnin. 
salzes. Das erhaltene Produkt zeigte die Aktivitiit ACo 8300 
und den P-Gehalt 0,78°/,. 

Beim freiwilligen Verdunsten der strychninges&ttigten Liésungen 
krystallisierte das Strychninsalz oft sehr schén, aber erst wenn 
beinahe alles Wasser entwichen war. 




















Wie schon gesagt wurde, deuten u. a. unsere vor kurzem 
publizierten Versuche iiber die enzymatische Inaktivierung der 
Co-Zymase darauf, daB der Phosphor wirklich dem aktiven Mole. 
kiil angehért. Andererseits ist ja immer noch nicht ganz aus. 
geschlossen, daB wir aus den Hefeextrakten zwar einen nucleotid. 
ithnlichen K6rper isoliert haben, mit dem aber nur Spuren der 
wirklichen aktiven Substanz vermischt sind. Wire dies der Fall, 
so sollte man aber erwarten, daB man aus Hefeextrakten, in denen 
die Co-Zymase zugrunde gegangen ist, nach unserer Isolierung:s- 
methode eine Substanz gewinnt, die analytisch von den ober 
beschriebenen nicht merklich verschieden ist. Aus einew 
Hefeextrakt, der (obgleich steril) beim Stehen in der relativ hohe: 
Sommertemperatur mehr als 90°/, seiner Aktivitaét verloren hatte 
gewannen wir eine kleine Menge einer Substanz, die aber ans- 
lytisch von den hochaktiven Co-Zymasepriparaten stark abwich. 
Sie enthielt 20°/, N (statt 14) und 1,6°/, P (statt 6—7). Aw 
der Substanz konnten wir auch eine Ba-Verbindung erhalten, di 
nach Umfiallen folgende Analysenzahlen zeigte: 

Mol.-Verhialtnis 





















Ba... . 28,6%, 2,8 
Pia aes « SS 1 
et es a | OR 9,3 
»Pentose*. . 7,0 0,64 









Offenbar ist die Zusammensetzung von derjenigen der oben be 
schriebenen Ba-Salze ganz verschieden. 















